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1. Envejecimiento 

El proceso de envejecer, envejecimiento, constituye uno de los aspectos más 

familiares de la biología para el ser humano; sin embargo, dista mucho de ser 

completamente entendido. 

El envejecimiento, o senescencia del organismo, escapa a definiciones simples, y 

muchas se han hecho. En términos generales, se puede conceptualizar como el 

conjunto de cambios deletéreos, morfológicos y fisiológicos, que aparecen en la 

mayor parte de los seres vivos debido a la acción del tiempo (Harman, 2001;    

López-Otín et al., 2013). Dichos cambios involucran el deterioro de órganos y 

sistemas, ocasionando un declive en las funciones y la capacidad de respuesta ante 

agentes dañinos, e incrementando el riesgo de enfermedad y muerte del individuo 

(Harman, 2001; López-Otín et al., 2013).  

Un conjunto de cuatro propiedades define o caracteriza el envejecimiento 

(Strehler, 1987): 

1) Es un proceso; es decir, no se produce de repente, sino que es el resultado de 

eventos individuales acumulados. 

2) Sus resultados son deletéreos, en el sentido de que disminuyen la capacidad del 

individuo para sobrevivir a medida que envejece. 

3) Es universal dentro de una especie; sin embargo, puede no ocurrir en todas las 

especies. Ciertos “accidentes” como los que resultan de una infección específica no 

forman parte del proceso de envejecimiento. 

4) Es intrínseco al sistema vivo en el cual ocurre; es decir, refleja las cualidades 

del ácido desoxirribonucleico (ADN), el ácido ribonucleico (ARN) y otras 

estructuras u orgánulos heredados de la generación parental. 

Este proceso ha sido el objeto de numerosos estudios científicos; sin embargo, su 

complejidad intrínseca ha hecho que su compresión siga planteando un apasionante 

desafío: constituye el centro de atención del presente trabajo de tesis. 

1.1. Aspectos a nivel de población y de especie 

El estudio del envejecimiento abarca diferentes niveles de organización, que se 

expanden desde el poblacional hasta el molecular. Desde los puntos de vista 

poblacional y específico, son destacables dos conceptos independientes pero 

interconectados: longevidad media y longevidad máxima. 

La longevidad media, o esperanza de vida, es una estimación del promedio de 

años que vivirá un grupo de individuos nacidos el mismo año en un área determinada 

(cohorte), si los movimientos en la tasa de mortalidad de la región se mantienen 

constantes, es la vida funcional del individuo. Es una medida poblacional 

determinada en gran medida por factores externos, dependientes del ambiente en que 

vive dicha población. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Senescencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93rgano_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema
https://es.wikipedia.org/wiki/Tasa_bruta_de_mortalidad
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La longevidad máxima (maximum life span) es una medida de la cantidad máxima 

de tiempo que se ha observado que uno o más miembros de una población 

sobreviven entre el nacimiento y la muerte. Indica, también, una estimación de la 

cantidad máxima de tiempo que un miembro de una especie dada podría sobrevivir 

entre el nacimiento y la muerte, en circunstancias óptimas para su longevidad.        

La longevidad máxima es constante y característica de cada especie, 

independientemente del lugar de nacimiento, determinada por características fijadas 

en su genoma (Dong et al., 2016). Se correlaciona con la resistencia al proceso de 

envejecer y es inversamente proporcional a la velocidad máxima de envejecimiento 

de las especies (Cutler, 1991). 

En la especie humana, la acumulación de cambios del envejecimiento en 

condiciones de vida óptimas ha situado la esperanza de vida en unos 85 años y la 

longevidad máxima alrededor de 122 años (Harman, 2001). La mejora en las 

condiciones de vida (ej. nutrición, salud pública, etc.) ha propiciado un incremento 

en la esperanza de vida, especialmente en los países desarrollados, ocurriendo una 

rectangularización de las curvas de supervivencia (figura 1). No obstante, este 

aumento de la supervivencia no se ha acompañado de una modificación de la 

longevidad máxima de la especie; aunque en menor cuantía, se han descrito 

individuos centenarios en todas las épocas. 

 
Figura 1. Curva de supervivencia histórica en humanos, evidencia su rectangularización 

progresiva sin modificación de la longevidad máxima (adaptado de Cutler, 1984). 

El aumento en la esperanza de vida y el rápido crecimiento de la población 

a inicios del siglo XXI han conllevado a que el número de personas mayores de 

60 años, alrededor de 600 millones en el año 2000, llegará a casi 2000 millones en el 

2050. Así, la ganancia en supervivencia es a su vez responsable de la inversión de la 

pirámide poblacional en países desarrollados (figura 2). Existe una disminución en el 

número de individuos jóvenes respecto al de individuos de edad avanzada; con ello, 

un aumento en la incidencia de enfermedades relacionadas con la edad 

(ej. cardiovasculares, neurológicas, cáncer), causantes de alta mortalidad e 

inhabilidad. Por tanto, los cambios en la estructura social han generado una serie de 

problemas críticos en el ámbito médico y social, que hacen que hoy más que nunca el 

estudio del envejecimiento y las patologías asociadas a la edad constituya un foco de 

preocupación central. 
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Figura 2. Variación de la estructura poblacional por grupos de edad en España entre los años 

1950 y 2016, según los datos del Instituto Nacional de Estadística de España. 

1.2. Aspectos a nivel de organismo 

Existe una relación fundamental entre la reproducción y el envejecimiento. En las 

especies animales con reproducción múltiple, una reproducción precoz está ligada 

estadísticamente a una disminución de la esperanza de vida (Travers et al., 2015). 

El proceso de envejecimiento comienza una vez alcanzada la edad reproductora, en 

el caso del ser humano se sitúa en los 18-20 años de edad, y finaliza con la muerte 

del individuo. Ocurren pues, tras la madurez, los cambios progresivos que 

acompañan al envejecimiento y un aumento exponencial de la mortalidad con la edad 

(Gompertz, 1825). En el ser humano, el ritmo de envejecimiento es lento y la 

capacidad de reserva elevada; transcurre un largo tiempo para que exista una 

disminución funcional incompatible con la vida, estimado sobre los 120 años. 

Al estudiar los cambios que tienen lugar en el organismo con la edad, es 

importante distinguir entre envejecimiento normal y patológico. El primero, es la 

etapa final de la vida los organismos que se acompaña de una pérdida progresiva del 

rendimiento. El otro, se da junto a procesos patológicos específicos, a los que se es 

más susceptible con la edad. El proceso biológico que representa el envejecimiento 

es diferente de las enfermedades individuales que aparecen con el mismo. 

Considerando el envejecimiento normal en el ser humano, existen cambios 

progresivos en la composición bioquímica de los tejidos con la edad. Se han descrito 

diversos marcadores de los mismos; dos de los más evidentes son el aumento de la 

acumulación intracelular de lipofuscina (pigmento de la edad) (Gray, 2005) y el 

aumento de la reticulación en las moléculas de la matriz extracelular, como el 

colágeno (Makrantonaki y Zouboulis, 2007).  

Ocurre una disminución progresiva de la capacidad fisiológica con la edad en 

prácticamente todos los órganos y sistemas (Cefalu, 2011) (descrito según la revisión 

citada). Así, se reducen la masa corporal magra, haciendo que la fuerza disminuya, y 

la masa ósea total, reduciendo la estatura corporal y predisponiendo a la 

osteoporosis; y aumenta el porcentaje de tejido adiposo. Hay, entre otros ejemplos, 
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deterioro de la función digestiva, de la renal, alteraciones en la regulación 

electrolítica, descensos en la frecuencia cardiaca máxima y en la capacidad 

respiratoria. La capacidad de estos sistemas para responder a los esfuerzos decae: en 

la vejez es posible realizar toda una serie de tareas, pero sin ritmo rápido o intensidad 

elevada. Estos cambios ocurren aproximadamente desde los 30 años; no obstante, la 

tasa de disminución fisiológica es heterogénea entre órganos e individuos. 

Se afectan, también, con la edad los sistemas claves de control del organismo 

(nervioso, endocrino e inmunitario) y sus interrelaciones. Disminuye la capacidad 

reguladora del organismo ante el cambio, interno (ej. niveles de glucemia) o externo 

(ej. respuesta al estrés). Ocurre pues, al envejecer, una caída en la capacidad de 

mantener la homeostasis y de responder adaptativamente a los estímulos ambientales.  

Así, aumenta la susceptibilidad y vulnerabilidad a las enfermedades. Las tasas de 

incidencia y mortalidad de muchas enfermedades aumentan con la edad, 

paralelamente al aumento exponencial de la mortalidad (Wang et al., 2016). La base 

de estos dramáticos aumentos se entiende incompletamente, implica cambios 

funcionales de muchos tipos celulares, que conducen a la disfunción tejido/órgano y 

a enfermedad sistémica. Curiosamente, un estudio retrospectivo en centenarios 

mostró que viven el 90-95 % de sus vidas con buena salud y un alto nivel de 

independencia funcional, con una marcada compresión de la morbilidad hacia el final 

de la vida (Hitt et al., 1999). 

1.3. Aspectos celulares y moleculares 

En un intento por identificar/categorizar los marcadores celulares y moleculares 

del envejecimiento, se han propuesto nueve sellos (hallmarks) que contribuyen a este 

proceso y juntos determinan su fenotipo (figura 3). Se describen a continuación en 

base a la comprensión del envejecimiento en mamíferos (López-Otín et al., 2013). 

 
Figura 3. Sellos distintivos del envejecimiento a nivel celular y molecular (adaptado de 

López-Otín et al., 2013). 
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1) Inestabilidad genómica: 

La acumulación de daños genéticos a lo largo de la vida, por la acción de agentes 

exógenos y/o endógenos, es un denominador común del envejecimiento 

(Moskalev et al., 2013). En el caso del ADN nuclear, ocurre con la edad la 

acumulación de mutaciones somáticas (Moskalev et al., 2013), aneuploidias 

cromosómicas y variaciones en el número de copias (Forsberg et al., 2012), y un 

aumento del mosaicismo clonal para grandes anomalías (Jacobs et al., 2012). En el 

ADN mitocondrial (ADNmt), se ha descrito el aumento de mutaciones y deleciones 

con la edad (Park y Larsson, 2011); además, mutaciones en el ADNmt causan 

trastornos multisistémicos humanos que fenocopian parcialmente al envejecimiento 

(Wallace, 2005). Por otra parte, deficiencias en los mecanismos de reparación del 

ADN causan envejecimiento acelerado en ratones y subyacen a varios síndromes 

progeroides humanos (Hoeijmakers, 2009). Adicionalmente, los defectos en la 

arquitectura nuclear, conocidos como laminopatías, pueden causar inestabilidad del 

genoma y resultar en síndromes de envejecimiento prematuro (ej. síndrome de 

Werner y síndrome de Bloom) (Burtner y Kennedy, 2010). 

2) Acortamiento de la longitud de los telómeros: 

La acumulación en el tiempo de daño en el ADN parece ser aleatoria, pero existen 

regiones cromosómicas, como los telómeros, particularmente susceptibles al 

deterioro relacionado con la edad (Blackburn et al., 2006). Los telómeros son 

secuencias cortas localizadas en los extremos de los cromosomas; permiten su 

replicación y evitan que se fusionen entre sí. La replicación de los télomeros es 

realizada por una ADN polimerasa especializada: la telomerasa. Sin embargo, la 

mayoría de las células somáticas de mamíferos no expresan telomerasa, lo cual 

conduce a la pérdida progresiva de los telómeros (Olovnikov, 1996). El agotamiento 

de telómeros explica la capacidad proliferativa limitada de algunos tipos celulares 

cultivados in vitro, la llamada senescencia replicativa o límite de Hayflick (Hayflick 

y Moorhead, 1961; Juckett, 1987; Shay y Wright, 2000). Por ello, la longitud de los 

telómeros puede considerarse como un marcador de historia celular. El acortamiento 

de los telómeros se observa durante el envejecimiento normal tanto en humanos 

como en ratones (Blasco, 2007). 

3) Alteraciones epigenéticas: 

Múltiples líneas de evidencia sugieren que ocurren cambios epigenéticos con la 

edad (Talens et al., 2012). La relación entre metilación del ADN y envejecimiento es 

compleja: se ha descrito una hipometilación global asociada a la edad, pero también, 

una hipermetilación en loci específicos (ej. genes supresores de tumor) 

(Maegawa et al., 2010). En cuanto a la modificación postraduccional de las histonas, 

el aumento de la acetilación de H4K16, la trimetilación de H4K20 o de H3K4, así 

como la disminución de la metilación de H3K9 o la trimetilación de H3K27, son 

marcas epigenéticas asociadas a la edad (Fraga y Esteller, 2007). Las sirtuinas, una 

familia de deacetilasas NAD-dependientes, se han relacionado con el envejecimiento. 

En mamíferos, la sobreexpresión transgénica de SIRT1 mejora aspectos de la salud 
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con la edad, pero no aumenta la longevidad (Herranz et al., 2010); sin embargo, la 

pérdida de función de SIRT6 reduce la longevidad y su ganancia la prolonga en 

ratones (Kanfi et al., 2012; Mostoslavsky et al., 2006). También, proteínas 

cromosómicas clave (ej. HP1α, proteínas Polycomb, complejo NuRD) disminuyen 

sus niveles en células envejecidas (Pollina y Brunet, 2011), determinando cambios en 

la arquitectura de la cromatina (Tsurumi y Li, 2012). Así, aumenta el ruido 

transcripcional y, la producción y maduración aberrantes de muchos ARN con la 

edad (Harries et al., 2011). 

4) Pérdida de la proteostasis: 

La homeostasis de las proteínas, o proteostasis, depende de mecanismos celulares 

que preservan la estabilidad y funcionalidad del proteoma. El correcto plegamiento y 

la estabilización de proteínas son mediados mayoritariamente por chaperonas de la 

familia de proteínas de choque térmico. Existe un deterioro con el envejecimiento en 

la actividad del factor de transcripción HSF1, encargado de la inducción mediada por 

estrés de estas proteínas, y en la síntesis de chaperonas citosólicas y organelo-

específicas (ej. Hsp27, Hsp70, Hsp72) (Calderwood et al., 2009). Por otra parte, los 

principales sistemas proteolíticos que controlan la calidad de las proteínas, el sistema 

de autofagia lisosómica y el sistema ubiquitina-proteasoma, declinan con la edad 

(Rubinsztein et al., 2011; Tomaru et al., 2012). También, existen proteínas 

reguladoras de la proteotoxicidad relacionada con la edad (sistema MOAG-4/SERF), 

que actúan a través de una vía alternativa distinta de las chaperonas y proteasas 

moleculares (van Ham et al., 2010). Así, numerosa evidencia muestra que la 

proteostasis se altera con el envejecimiento (Koga et al., 2012), y que la expresión 

crónica de proteínas mal plegadas o agregadas contribuye al desarrollo de patologías 

relacionadas con la edad (Powers et al., 2009). 

5) Desregulación en la detección de nutrientes: 

El eje somatotrófico de los mamíferos comprende la hormona de crecimiento 

(GH, del inglés growth hormone), y su mediador secundario, el factor de crecimiento 

insulínico tipo 1 (IGF-1, del inglés insulin-like growth factor 1). La vía de 

señalización intracelular del IGF-1 es la misma que la inducida por la insulina, se 

conoce como vía de señalización de insulina e IGF-1 (IIS, del inglés insulin and 

IGF-1 signaling). Esta vía controla el proceso de envejecimiento en la mayoría de las 

especies y ha sido notablemente conservada en la evolución (van Heemst, 2010). 

Polimorfismos genéticos o mutaciones que reducen las funciones de la GH, el 

receptor de IGF-1, los receptores de insulina y sus efectores intracelulares (ej. Akt, 

factores de trascripción FOXO), tanto en humanos como en organismos modificados, 

se han relacionado con la longevidad (Barzilai et al., 2012; Fontana et al., 2010; 

Rollo, 2010). Adicionalmente, tres sistemas de detección de nutrientes 

interconectados son de interés respecto al envejecimiento: mTOR, detecta altas 

concentraciones de aminoácidos; AMPK, detecta estados de baja energía mediante 

los niveles de AMP; y las sirtuinas, detectan estados de baja energía mediante los 

niveles de NAD+ (Houtkooper et al., 2010). De manera general, la intensa actividad 
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trófica y anabólica, señalizada por las vías IIS o mTOR, aceleran el proceso de 

envejecimiento; por su parte, la regulación positiva de las vías AMPK y de sirtuinas, 

que señalan la escasez de nutrientes y promueven el catabolismo, favorece el 

envejecimiento saludable y la longevidad (Fontana et al., 2010). En consonancia, la 

restricción calórica (RC) incrementa la esperanza de vida o el estado de salud en 

numerosas especies eucariotas, incluidos también los primates no humanos 

(Brosens et al., 2009; Colman et al., 2009; Plank et al., 2012). 

6) Disfunción mitocondrial: 

A medida que las células y los organismos envejecen, la eficacia de la cadena de 

transporte electrónico (CTE) mitocondrial tiende a disminuir, aumentando la fuga de 

electrones y reduciéndose la generación de ATP (Green et al., 2011). La producción 

de especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) por la 

mitocondria y su relación con el envejecimiento es objeto de intensa investigación 

(se trata como acápite independiente). La disfunción mitocondrial puede acelerar el 

envejecimiento a través de mecanismos independientes de ROS (Kujoth et al., 2005). 

Por ejemplo, afectando la señalización apoptótica y aumentando la propensión de la 

mitocondria a permeabilizarse (Kroemer et al., 2007), desencadenando reacciones 

inflamatorias (Green et al., 2011), e interfiriendo en la señalización celular y la 

comunicación entre orgánulos (Raffaello y Rizzuto, 2011). La reducción de la 

eficiencia bioenergética mitocondrial con la edad puede resultar de múltiples 

factores, incluyendo una biogénesis mitocondrial reducida, acumulación de daño en 

el ADNmt, desestabilización de la organización macromolecular de los complejos de 

la CTE, cambios en la composición lipídica de las membranas mitocondriales, 

alteraciones en la dinámica de fisión/fusión mitocondrial y control defectuoso de la 

mitofagia (López-Otín et al., 2013). Se explora si el mejoramiento de la función 

mitocondrial (ej. mediante mitohormesis) puede prolongar la vida sana, en este 

sentido existe evidencia que lo sugiere (Haigis y Yankner, 2010). 

7) Senescencia celular: 

La senescencia celular se define como una detención estable del ciclo celular 

acoplada a cambios fenotípicos estereotipados (Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007). 

Este fenómeno fue descrito por Hayflick en fibroblastos humanos en cultivo pasados 

en serie (Hayflick y Moorhead, 1961), debido en este caso al acortamiento de los 

telómeros (Shay y Wright, 2000). Otros estímulos asociados al envejecimiento 

también desencadenan la senescencia celular; entre los más notables: el daño (no 

telomérico) al ADN y la desrepresión del locus INK4/ARF (Collado et al., 2007). 

Dado que el número de células senescentes aumenta con el envejecimiento, aunque 

no en todos los tejidos (Wang et al., 2009), se ha asumido que la senescencia 

contribuye a este proceso. Este punto de vista subvalora el posible efecto de la misma 

en prevenir la propagación de células dañadas y desencadenar su eliminación por el 

sistema inmune (Hoenicke y Zender, 2012). Dos intervenciones conceptualmente 

opuestas son capaces de extender la vida sana: una potenciación moderada de la vía 

INK4/ARF puede prolongar la longevidad (Matheu et al., 2009), y al mismo tiempo, 
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la eliminación de células senescentes en un modelo experimental de progeria retarda 

patologías relacionadas con la edad (Baker et al., 2011). Se propone la senescencia 

celular como un mecanismo compensatorio beneficioso en respuesta al daño, que se 

convierte en deletéreo y acelera el envejecimiento cuando el tejido agota su 

capacidad regenerativa. 

8) Agotamiento de células madre: 

Las células madre soportan el mantenimiento y la reparación de los tejidos, 

gracias a su capacidad de autorrenovarse y diferenciarse a distintos tipos celulares 

nicho-específicos (Sharpless y DePinho, 2007). La disminución del potencial 

regenerativo de los tejidos es una de las características mejor descritas del 

envejecimiento (Yun, 2015). Existe un desgaste funcional en prácticamente todos los 

nichos de células madre adultas, incluyendo el cerebro anterior del ratón 

(Molofsky et al., 2006), el hueso (Gruber et al., 2006) y las fibras musculares 

(Conboy y Rando, 2012). Estudios en ratones envejecidos han revelado una 

disminución general en la actividad del ciclo celular de las células madre 

hematopoyéticas, relacionada con el daño en el ADN (Rossi et al., 2007) y con la 

sobreexpresión de proteínas inhibidoras del ciclo celular tales como p16Ink4A 

(Janzen et al., 2006). El acortamiento de telómeros es también causa de la 

disminución de células madre con el envejecimiento en múltiples tejidos 

(Flores, 2005; Sharpless y DePinho, 2007). 

9) Comunicación intercelular alterada: 

Más allá de alteraciones en células autónomas, el envejecimiento implica cambios 

en la comunicación intercelular, ya sea endocrina, neuronal o neuroendocrina. La 

señalización neurohormonal (ej. renina-angiotensina, adrenérgica, IIS) tiende a la 

desregulación con la edad, las reacciones inflamatorias aumentan, la 

inmunovigilancia contra patógenos y células premalignas decae, y la composición 

del ambiente peri y extracelular varía (López-Otín et al., 2013). Una alteración 

prominente de la comunicación intercelular asociada al envejecimiento es el 

fenómeno denominado inflammaging, es decir, un fenotipo proinflamatorio crónico 

de bajo grado que acompaña al envejecimiento en mamíferos (Salminen et al., 2012). 

La inflamación puede resultar de múltiples causas, tales como la acumulación de 

daño proinflamatorio en los tejidos, disfunción del sistema inmunológico, propensión 

de las células senescentes a secretar citocinas proinflamatorias, potenciación de la 

activación de la vía del factor nuclear kappa beta (NF-κB, del inglés nuclear factor 

kappa beta) o la autofagia defectuosa (Salminen et al., 2012). Estas alteraciones 

resultan en la activación aumentada del inflamasoma NLRP3 y otras vías 

proinflamatorias, con lo que aumenta la producción de IL-1β, TNFα e interferones 

(Salminen et al., 2012). Más allá de la inflamación, existe evidencia de que cambios 

relacionados con el envejecimiento en un tejido pueden producir deterioro en otros 

tejidos, lo que explica la coordinación interorgánica del fenotipo de envejecimiento 

(López-Otín et al., 2013). 
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Una visión global de las marcas celulares y moleculares del envejecimiento 

sugiere tres categorías: marcas principales, marcas antagónicas y marcas integradoras 

(figura 4) (López-Otín et al., 2013). Las marcas principales son inequívocamente 

negativas, las antagónicas tienen efectos opuestos dependiendo de su intensidad       

(a niveles bajos efectos beneficiosos, a niveles altos, efectos deletéreos) y las 

integradoras afectan directamente la homeostasis y la función de los tejidos. 

  

Figura 4. Categorías e interconexiones funcionales entre las marcas celulares y moleculares 

del envejecimiento (adaptado de López-Otín et al., 2013). 

A pesar de la interconexión entre todas ellas se ha propuesto un cierto grado de 

relación jerárquica que se representa en la figura 4. Las marcas principales podrían 

ser desencadenantes cuyas consecuencias perjudiciales se van acumulando 

progresivamente con el tiempo. Las antagónicas, en principio beneficiosas, se tornan 

progresivamente negativas, siendo esto promovido o acelerado en parte por las 

marcas primarias. Por último, las marcas integradoras se presentan cuando el daño 

acumulado causado por las primarias y antagónicas no puede ser compensado por los 

mecanismos homeostáticos de los tejidos. 

1.4. Teorías del envejecimiento 

¿Cómo y por qué envejecemos? En el intento por responder estas preguntas, 

dentro de un único marco teórico, se han generado cientos de teorías; una revisión al 

respecto de 1990 recogió más de 300 (Medvedev, 1990). Su clasificación resulta 

difícil, especialmente porque algunas se solapan entre sí; sin embargo, se pueden 

describir en el contexto dos categorías generales: teorías deterministas y teorías 

estocásticas. 

Las teorías deterministas proponen que el proceso de envejecimiento es un 

programa codificado genéticamente que conduce a un fin particular, a una velocidad 

determinada en cada especie, en este caso al deterioro fisiológico y la muerte. 

En este grupo se encuentran teorías como la telomérica, basadas en la capacidad 

replicativa finita de las células y en como esto puede conducir a senescencia celular 

(Olovnikov, 1996). Sin embargo, resulta difícil de explicar el envejecimiento de 
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células postmitóticas, de escasa o nula proliferación (ej. neuronas), en base a este 

supuesto. También, pueden incluirse las teorías evolutivas, las cuales exploran en el 

hecho de que existe una longevidad máxima asociada a cada especie. Entre ellas, la 

teoría del soma desechable es la que cuenta con mayor base experimental 

(Kirkwood, 2005). Explica el envejecimiento como el resultado de un desajuste entre 

la supervivencia tardía y la fecundidad temprana, a consecuencia de genes 

beneficiosos para conseguir el máximo rendimiento funcional en la edad de la 

reproducción que pueden resultar desventajosos después. Además, incluye teorías 

basadas en el decaimiento funcional con la edad de bases genéticas de determinados 

sistemas, como la endocrina o la inmunológica (Jin, 2010). Aunque es evidente que 

la longevidad máxima tiene una base genética, solo un 1.8 % de los genes 

investigados muestran cambios de expresión con la edad (Vijg, 1999), y su efecto se 

describe como indirecto. Por ello, resulta difícil explicar el envejecimiento solo en 

base al efecto genético. 

Las teorías estocásticas interpretan el proceso de envejecimiento como el 

resultado de la acumulación de errores o daño a lo largo de la vida que deterioran la 

homeostasis celular, debido a que la eficacia de los sistemas de reparación y 

mantenimiento no es del 100 %, conduciendo al deterioro fisiológico y la muerte. 

En este grupo se encuentran teorías que explican el envejecimiento basándose en 

la acumulación de daño en el ADN, como la de la inestabilidad genómica o la de la 

mutación somática (Goldsmith, 2014). Incluye, también, teorías que se centran en las 

alteraciones del metabolismo con la edad, como la de la velocidad de vida (rate of 

living) que apunta que existe una correlación inversa entre la tasa metabólica y la 

longevidad máxima, o la del error catastrófico que se enfoca en los errores asociados 

a la síntesis de proteínas (Jin, 2010). En este grupo, ha recibido particular atención la 

teoría de los radicales libres o ROS, que postula que las ROS producidas durante la 

respiración aerobia son agentes causales de daño por oxidación y que este aumenta 

en el tiempo (Harman, 1956); y que la generación de las ROS ocurre in vivo como 

subproducto del funcionamiento de la CTE mitocondrial (Harman, 1972). 

Dada la complejidad del envejecimiento, es poco probable que una teoría basada 

en un único mecanismo pueda ofrecer una explicación satisfactoria de todos sus 

aspectos, la reconciliación entre varias de ellas podría ofrecer una aproximación 

satisfactoria. El fin último de dichas teorías es explicar la causa universal del 

envejecimiento; en este sentido, el fenómeno del envejecimiento parece ser 

multicausal por lo que podría no haber una causa universal de envejecimiento válida 

para todos los organismos vivos. 

2. Balance redox 

En el proceso evolutivo, el aumento del nivel de oxígeno ambiental permitió el 

empleo de esta molécula como aceptor final de electrones. Así, las células 

desarrollaron sistemas de producción de energía altamente eficientes basados en el 

acoplamiento de la glicólisis y la fosforilación oxidativa, ruta por la cual se producen 
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hasta 38 moléculas de ATP por la oxidación de una molécula de glucosa. Esta 

ventaja de los organismos aerobios, trajo como efecto colateral la producción de 

ROS por la reducción incompleta del oxígeno (Circu y Aw, 2010); lo que implicó la 

evolución de sistemas de defensa antioxidantes para mantener un necesario equilibro 

redox (Trachootham et al., 2008). A su vez, las ROS pasaron a formar parte de un 

complejo sistema de señalización redox celular involucrado en procesos 

fundamentales del organismo (Sen y Parker, 1996). 

2.1. Oxígeno, radicales libres y su producción 

Prácticamente desde el descubrimiento del oxígeno, en el siglo XVIII, se 

encuentran referencias a su toxicidad. No obstante, fue en 1954 que dicha toxicidad 

se postuló como mediada por la formación de radicales libres, generados por la 

reducción parcial de la propia molécula de oxígeno (O2) (Gerschman et al., 1954), lo 

cual sentaría las bases de la teoría de los radicales libres del envejecimiento 

(Harman, 1956, 1972). 

Un radical libre es una especie química orgánica o inorgánica, átomo o molécula, 

que posee uno o más electrones desapareados en su orbital más externo. Se forman 

como intermediarios de reacciones químicas por la ruptura homolítica de una 

molécula y, en general, son extremadamente inestables, con gran poder reactivo y de 

vida media muy corta (milisegundos). Su extrema reactividad se basa en su electrón 

(o electrones) desapareado, que les confiere una acusada capacidad electrófila, por lo 

que reaccionan fácilmente con grupos moleculares de alta densidad electrónica, 

como los dobles enlaces de los ácidos grasos polinsaturados (PUFA, del inglés 

polyunsaturated fatty acids) o los átomos de nitrógeno de los ácidos nucleicos y las 

proteínas. Una vez han robado un electrón a otra molécula esta se convertirá a su vez 

en un radical libre, iniciándose una reacción en cadena. 

A los radicales libres del O2 se les denomina, especies reactivas del oxígeno, ROS 

(Apel y Hirt, 2004). Incluyen especies como el radical superóxido (O2
-), el radical 

hidroxilo (OH•) o el radical perhidroxilo (HO2•); así como, otras moléculas que no 

son propiamente radicales libres como el peróxido de hidrógeno (H2O2). 

El O2 en estado basal, triplete, presenta dos electrones desapareados con espines 

paralelos en su orbital más externo. Esta característica limita su capacidad para 

reaccionar con otro átomo o molécula pues precisa que ésta tenga dos electrones 

desapareados con espines paralelos entre sí y antiparalelos a los del O2, lo cual es 

poco frecuente. Por ello, el O2 acepta preferentemente los electrones de uno en uno, 

en lo que se denomina vía univalente de reducción del oxígeno, de la cual proceden 

la mayoría de las ROS en los sistemas biológicos (Boveris et al., 1972). El propio O2 

en su forma triplete puede comportarse como radical libre, si se le proporciona 

suficiente energía, uno de sus electrones puede invertir su espín, generando el 

oxígeno singlete (1O2) que posee una reactividad muy alta (figura 5). 
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Figura 5. Generación de especies reactivas del oxígeno mediante redistribución electrónica 

o por reducción secuencial univalente (adaptado de Apel y Hirt, 2004). 

Diferentes procesos metabólicos producen pequeñas cantidades de ROS, como los 

que ocurren en el retículo endoplasmático, los microsomas y los peroxisomas. Sin 

embargo, la fuente endógena más importante de especies reactivas es la CTE en la 

mitocondria, donde las ROS se generan como producto secundario del proceso de 

fosforilación oxidativa durante la respiración aerobia, que consume cerca del 90 % 

del O2 celular (Balaban et al., 2005). En la CTE, los electrones se transfieren al 

NADH y el FADH2, a través de cuatro complejos (CI, CII, CII y CIV) unidos a la 

membrana interna mitocondrial y finalmente al O2 generando agua; se produce, 

también, la reducción tetravalente del O2 a agua catalizada por la enzima citocromo c 

oxidasa (CIV). Ocasionalmente, algunos electrones escapan al control enzimático, se 

fugan de la membrana interna y reaccionan con el O2 formando O2
-. Esta pérdida de 

electrones se da en los complejos I, II y III por la autooxidación de sus componentes, 

destacando el CI y el CIII. Se estima que el 1-2 % del O2 consumido por las células 

se trasforma en radicales O2
- (Boveris y Chance, 1973).  

Otros enzimas capaces de producir O2
- son la xantina oxidasa en el citosol, la 

NADPH oxidasa y la citocromo P450 (CYP450) del retículo endoplasmático 

(Ray et al., 2012). El H2O2 es producido por una amplia variedad de enzimas 

incluidas las monoxigenasas y las oxidasas. 

Algunas de las especies menos reactivas del oxígeno (O2
- y H2O2) pueden ser 

convertidas por una reacción redox con metales de transición u otros compuestos de 

ciclo redox en especies radicales más agresivas (Mayes et al., 2014). Metales como 

el hierro, cobre, cromo, vanadio y cobalto son capaces de realizar ciclos redox en los 

que un electrón puede ser aceptado o donado por el metal. Esta acción cataliza 

reacciones que producen radicales y puede producir ROS, las más importantes son la 

reacción de Fenton y la reacción de Haber-Weiss, en el que se producen radicales 

OH• de la reducción del hierro y el H2O2 (figura 6). La mayoría de las enzimas que 

producen ROS contienen uno de estos metales.  

Adicionalmente, se generan especies reactivas del nitrógeno (RNS, del inglés 

reactive nitrogen species) cuando el O2
- reacciona con el óxido nítrico (NO) (Circu y 

Aw, 2010), para formar peroxinitrito (ONOO-). Estas pueden dar lugar a reacciones 

consecutivas y formar otros tipos de RNS, como el dióxido de nitrógeno y el 

peroxicarbonato nitroso.  
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Figura 6. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss, en las que se produce el radical hidroxilo. 

También, las reacciones de las ROS con otras moléculas llevan a la formación de 

ROS secundarios, no tan reactivos como los radicales libres, pero potencialmente 

nocivos. Estos ROS secundarios son resultado de la oxidación de lípidos, proteínas, 

carbohidratos y nucleótidos, y participan en reacciones en cadena que conducen a la 

cooxidación y peroxidación de biomoléculas (Ray et al., 2012). Un resumen con la 

descripción de varias de estas especies químicas se presenta en la tabla 1. 

Tabla 1. Especies reactivas del oxígeno y su descripción. 

Radicales Descripción 

1O2, oxígeno singlete 

Electrón externo con spin antiparalelo. Muy inestable y de vida media 

muy corta en medios hidrofílicos; su vida media se incrementa en 

medios hidrofóbicos, lo que le permite participar en procesos de 

peroxidación de lípidos. 

O2
-, radical anión superóxido 

Estado de reducción del O2 de un electrón, formado en reacciones de 

autooxidación y por la cadena de transporte de electrones. Poco 

reactivo, oxida compuestos ricos en Fe-S con liberación de Fe. Forma 

H2O2 por dismutación espontánea o por catálisis enzimática, y es un 

precursor de la formación de OH• catalizada por metales. Considerado 

la principal fuente de ROS. 

HO2•, radical perhidroxilo 

Carece de carga neta por lo que es capaz de aproximarse a 

biomoléculas. Su reactividad es suficiente para iniciar la peroxidación 

de lípidos (proceso poco estudiado).  

H2O2, peróxido de hidrógeno 

Estado de reducción del O2 de dos electrones, formado por la 

dismutación de O2
- o por reducción directa del O2. Estable, con 

reactividad selectiva, soluble en lípidos y por ende capaz de difundir 

por membranas. Su toxicidad está dada por su transformación en OH•, 

reacciona con la cisteína en dependencia del microambiente proteico. 

OH•, radical hidroxilo 

Estado de reducción del O2 de tres electrones, formado por la reacción 

de Fenton y la descomposición de peroxinitrito. Es el más reactivo de 

estos radicales, ataca a la mayoría de los componentes celulares. 

ROOH, hidroperóxido 

orgánico 

Radical orgánico formado por reacciones de radicales con 

componentes celulares como lípidos y nucleobases. 

RO, alcoxi- y ROO, peroxi- 

Radicales orgánicos centrados en oxígeno. Las formas lipídicas 

participan en reacciones de peroxidación de lípidos. Producidos por 

adición de radicales a dobles enlaces o eliminación de hidrógeno. 

ONOO-, peroxinitrito 

Formado en una rápida reacción entre O2
- y NO. Liposoluble y 

altamente reactivo. Por protonación forma ácido peroxinitroso, que 

puede formar radicales OH• y de dióxido de nitrógeno. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido
https://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_hidroxilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_org%C3%A1nico
https://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_org%C3%A1nico
https://es.wikipedia.org/wiki/Peroxinitrito
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2.2. Defensas antioxidantes 

La mayoría de las ROS se producen a un bajo nivel en condiciones fisiológicas 

normales; no obstante, su producción por el metabolismo aerobio celular es continua. 

De esta manera, han evolucionado mecanismos antioxidantes endógenos 

(scavengers) que protegen a las células del daño oxidativo y preservan la 

homeostasis celular. 

Un antioxidante es cualquier sustancia que presente en bajas concentraciones, 

retrasa o inhibe la oxidación (Moreira et al., 2010). Pueden actuar de diferentes 

formas, bien (1) disminuyendo la concentración de oxidantes, (2) evitando la 

iniciación de la reacción en cadena al retener o detener la reactividad de los primeros 

radicales libres que se forman, (3) uniéndose a iones metálicos para evitar la 

formación de especies reactivas, (4) transformando los peróxidos en productos 

menos reactivos y (5) deteniendo la propagación y el aumento de radicales libres. 

En la célula existen antioxidantes no enzimáticos; los más abundantes son el 

glutatión, el ascorbato, el α-tocoferol y los carotenoides. El glutatión es un 

compuesto hidrosoluble particularmente abundante en numerosos tejidos; juega un 

papel central en el mantenimiento del balance redox celular al constituir una fuente 

principal de poder reductor (Sies, 1999). El ascorbato es una molécula hidrosoluble 

sintetizada por la mayoría de los vertebrados, sin embargo, no es el caso del ser 

humano que debe ingerirla; puede neutralizar radicales libres, oxidándose en el 

proceso, puede recuperarse al reducirse por las dehidroascorbato reductasas 

(Navas et al., 1994). El tocoferol es el antioxidante lipofílico más abundante en 

células animales; el grupo hidroxilo del anillo de cromanol posee capacidad 

reductora, al ser liposoluble puede acceder a los grupos alcoxilos reduciéndolos a 

alcoholes lipídicos, y a los grupos peroxilos de los lípidos reduciéndolos a 

hidroperoxilos e inhibiendo de este modo la propagación de la peroxidación de 

lípidos en cadena (Karademir y Ozer, 2014). Los carotenoides son antioxidantes 

lipofílicos con cientos de variedades, sin embargo, sólo unos pocos están en 

concentraciones relevantes en tejidos y plasma; tienen actividad antiinflamatoria, 

antimutagénica y anticarcinogénica, propiedades que pueden estar relacionadas con 

su capacidad antoxidante (Krinsky, 1993). 

De los tres tipos principales de ROS (O2
-, H2O2 e OH•), existen enzimas 

detoxificadoras (antioxidantes enzimáticos) solo para neutralizar los dos primeros; 

sin embargo, eliminando estos dos radicales se limita la formación del radical OH•. 

El único enzima conocido para la eliminación de radicales O2
- es la superóxido 

dismutasa (SOD). Existen tres isoenzimas diferentes dependiendo del metal presente 

en su centro activo: la SOD1 citoplasmática contiene Cu,Zn-SOD, la SOD2 

mitocondrial contiene Mn-SOD y, por último, la SOD3 extracelular contiene     

Cu,Zn-SOD. Este grupo de metaloenzimas cataliza la dismutación del O2
- a H2O2 

(Fukai y Ushio-Fukai, 2011). 
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El H2O2 es eliminado por la acción de diversas enzimas: directamente por la 

catalasa, muy efectiva a altas concentraciones de H2O2 pero poco a bajas, o bien por 

la ascorbato peroxidasa (APX), por peroxidasas como las peroxiredoxinas (PRX) que 

contienen una cisteína sensible al H2O2, o por la glutatión peroxidasa (GPX), que 

elimina H2O2 e hidroperóxidos lipídicos empleando glutatión reducido (GSH) como 

poder reductor (Apel y Hirt, 2004; Rhee et al., 2012). 

Esta batería de enzimas es apoyada por otras enzimas que actúan regenerando 

moléculas antioxidantes que son empleadas por las enzimas eliminadoras de H2O2 

(Apel y Hirt, 2004). En este grupo, destacan la dehidroascorbato reductasa y la 

monodehidroascorbato reductasa que se encargan de regenerar el ascorbato; por otro 

lado, la glutatión reductasa (GR) que regenera el GSH que es empleado por muchas 

enzimas dependientes de GSH. Además, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

produce NADPH, que es empleado por la GR en el reciclaje del GSH a partir de 

glutatión oxidado (GSSG). Este NADPH también es empleado por enzimas como las 

tioredoxinas (TRX) y las glutaredoxinas (GRX), capaces de reparar proteínas 

oxidadas de forma reversible. 

Adicionalmente, las células cuentan con mecanismos para restablecer el estado 

redox tras una exposición temporal a concentraciones elevadas de radicales libres. 

El aumento de los niveles de ROS, induce la expresión de genes que codifican para 

elementos con actividad antioxidante como las enzimas antioxidantes o moléculas 

que aumentan los niveles intracelulares de glutatión (Porcellotti et al., 2015). En este 

sentido, un mecanismo esencial en la defensa antioxidante celular es la activación de 

la vía de señalización mediada por Nrf2. 

El factor de transcripción Nrf2 es codificado por el gen NFE2L2, y regula la 

expresión de numerosos genes de enzimas detoxificantes y antioxidantes, mediante 

su unión a una secuencia específica del ADN conocida como ARE (del inglés 

antioxidant response element); puede ser activado por diversos compuestos oxidantes 

y/o electrófilos de naturaleza química muy diversa (Niture et al., 2014). Entre sus 

blancos se encuentran enzimas detoxificadoras de fase II (ej. CYP450), mediadores 

de la síntesis del glutatión, chaperonas, enzimas del metabolismo energético, TRX y 

subunidades del proteasoma (Valcarcel-Ares et al., 2012). 

Está bien establecido que la actividad de Nrf2 está controlada, en parte, por la 

proteína citosólica Keap1. La actividad del factor Nrf2 se encuentra 

constitutivamente reprimida debido a su unión con Keap1 y al citoesqueleto; dicha 

unión fomenta la degradación permanente de Nrf2 por el proteosoma, por lo que el 

control primario de su función radica principalmente en su distribución subcelular, 

más que en la síntesis de novo. Cuando un estado redox alterado es detectado, Keap1 

libera de su inhibición a Nrf2 que puede entonces unirse a proteínas sMaf formando 

dímeros críticos para la transcripción de sus genes blanco (Niture et al., 2014). Los 

mecanismos reguladores implicados en la activación de la vía Nrf2 y por los que 

Keap1 actúa para reprimir la actividad de Nrf2 aún no se comprenden 

completamente. 
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2.3. Señalización y regulación redox 

Las especies reactivas pasaron a formar parte, con la evolución, de un complejo 

sistema de señalización celular, denominado señalización redox, involucrado en la 

detección, la síntesis y la regulación de biomoléculas, así como, en procesos 

fundamentales del organismo (Sen y Packer, 1996). Esta función ha sido 

controversial debido a la paradoja entre la especificidad requerida para la 

señalización y la naturaleza altamente reactiva de los compuestos ROS (D’Autréaux 

y Toledano, 2007). 

El reconocimiento en la señalización intracelular redox ocurre a nivel atómico 

a diferencia del nivel macromolecular al que ocurre el reconocimiento de receptores 

proteicos en la señalización clásica, por lo que en la primera se incrementa el número 

potencial de receptores diana. Sin embargo, se logra una alta especificidad mediante 

sensores de compuestos ROS que miden su concentración intracelular por reacción 

redox (D’Autréaux y Toledano, 2007). Por ejemplo, en procariontes como E. coli los 

factores de transcripción SoxR y OxyR son sensores de ROS regulados por la 

reacción del O2
- con clusters de Fe-S y del H2O2 con la cisteína, respectivamente; la 

oxidación del cluster Fe-S de SoxR provoca un cambio conformacional en el 

operador induciendo la expresión de genes diana (D’Autréaux y Toledano, 2007).  

En mamíferos los receptores de ROS son menos conocidos y las vías de 

señalización difieren de procariontes, ya que forman parte de extensos programas 

metabólicos y responden a múltiples señales fisiológicas, generando protección 

frente al estrés oxidativo o disparando la apoptosis en células dañadas por oxidación. 

La especificidad se logra mediante la producción intracelular compartimentalizada de 

las especies reactivas, particularmente el H2O2, y por la modulación local de su flujo 

por el sistema antioxidante, especialmente el GSH (D’Autréaux y Toledano, 2007). 

A nivel postraduccional, la modificación oxidativa es un mecanismo importante 

en la regulación redox de las funciones proteicas (England y Cotter, 2005). 

Diferentes aminoácidos se modifican directamente por oxidación, siendo la 

metionina y la cisteína, que contienen azufre, blancos preferenciales. Estas 

modificaciones oxidativas producen cambios estructurales/conformacionales y 

funcionales, pudiendo conducir a la activación o la inhibición de la proteína 

(Trachootham et al., 2008). Las modificaciones oxidativas de cisteínas tienen 

funciones reguladoras en proteínas tales como las PRX, TRX, GPX, p53, IκB, RAS, 

Akt, tirosina quinasas y fosfatasas; e influyen en procesos como la degradación 

proteosomal y el estado de fosforilación celular (D’Autréaux y Toledano, 2007; 

Trachootham et al., 2008). La modificación de tirosinas por RNS implica que la 

proteína pierda su capacidad como sustrato para la fosforilación, inhibiendo la 

activación de quinasas como JNK, p38MAPK y PKC (Tonks, 2005). Por el 

contrario, la oxidación reversible de un residuo de metionina en la CaM es esencial 

en su función como proteína reguladora de calcio (Bigelow y Squier, 2005). 
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A nivel transcripcional, la regulación se ejerce a través de cisteínas redox 

sensibles, presentes en varios factores de transcripción en sus sitios de unión al ADN 

(Haddad, 2002). Se regulan así factores de gran importancia en la supervivencia 

celular (ej. NF-κB, AP-1, HIF-1α, p53); en la mayoría de los casos, la oxidación del 

grupo tiol inhibe su unión al ADN (Turpaev, 2002). También, las concentraciones de 

H2O2 regulan las funciones de factores como PGC1α, c-Myc y FOXO, activando los 

dos primeros respuestas antioxidantes, y muerte celular o estado de quiescencia el 

último (Benassi et al., 2006; Burgering y Kops, 2002; St-Pierre et al., 2006). 

Adicionalmente, se describe que la enzima histona deacetilasa es redox sensible 

(Rahman et al., 2004); por lo que, los niveles de ROS/RNS pueden también regular 

la expresión génica mediante la modulación de la remodelación de la cromatina. 

Es de destacar el papel del factor de transcripción redox sensible NF-κB, que 

coordina la transcripción de múltiples genes reguladores de la inmunidad, la 

inflamación, el desarrollo, la proliferación y la supervivencia celular 

(Trachootham et al., 2008). En mamíferos, la familia NF-κB está constituida por  

NF-κB1 (p105/p50), NF-κB2 (p100/p52), RelA (p65), RelB y c-Rel. Sus miembros 

se caracterizan por la presencia de regiones homologas a Rel (RHM, del inglés Rel 

homology domain) (Kopitar-Jerala, 2015). Las RHN se unen a secuencias de ADN 

tipo κB presentes los promotores de los genes que regulan activando su expresión 

(ej. IL-1β, IL6 y TNFα), median la dimerización entre los miembros de la familia 

(el heterodímero p65/p50 es la forma más común), y la asociación de los dímeros de 

NF-κB con sus inhibidores de la familia IκB. La forma inactiva de NF-κB se localiza 

en el citoplasma en complejo con proteínas IκB (IκBα, IκBβ, IκBε, IκBζ, p100, p105, 

Bcl3, IκBns), las cuales enmascaran la señal de localización de nuclear de NF-κB 

evitando su translocación al núcleo (Kopitar-Jerala, 2015). Debido a múltiples 

estímulos (ej. estrés oxidativo y citoquinas) las proteínas IκB son fosforiladas por el 

complejo multiproteíco IKK y sometidas a degradación proteasomal, liberando al 

dímero NF-κB (Sen y Smale, 2010). 

Las ROS parecen tener efectos paradójicos en la regulación de NF-κB, pudiendo 

activarlo o inhibirlo en dependencia del nivel de ROS, tipo de estímulo y tipo celular. 

El aumento moderado de ROS suele conducir a la activación de NF-κB; por el 

contrario, un aumento severo de ROS puede inactivarlo conduciendo a la muerte 

celular (Trachootham et al., 2008). Ante estrés oxidativo, la activación de NF-κB 

conduce a la expresión elevada, entre otros, de miembros de la familia Bcl-2 

antiapoptóticos, inhibidores de caspasas (ej. IAPs) y antioxidantes (ej. Mn-SOD), 

promoviendo la supervivencia celular (Karin y Lin, 2002). Se ha observado que en el 

cerebro la señalización por NF-κB se activa en procesos fisiológicos y patológicos 

como neurogénesis del hipocampo, crecimiento neuronal, aprendizaje y memoria 

(Crampton y O’Keeffe, 2013), y la polarización funcional de la microglia 

(Brifault et al., 2015) y astrocitos (Jha et al., 2016) hacia un fenotipo proinflamatorio 

en enfermedades neurodegenerativas (Frakes et al., 2014; Ghosh et al., 2007). 
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3. Estrés y daño oxidativo 

El delicado balance entre la generación de ROS y su eliminación, o equilibrio 

redox, se mantiene por complejos mecanismos, cualquier disfunción de los mismos 

puede conllevar a alteraciones en el estado redox celular. Un aumento en la 

producción de ROS o una disminución en la capacidad de su eliminación debido a 

estímulos exógenos o alteraciones metabólicas endógenas pueden destruir la 

homeostasis redox, produciendo un aumento generalizado de los niveles de ROS 

intracelulares, o estrés oxidativo (Circu y Aw, 2010; Trachootham et al., 2008). Bajo 

condiciones de estrés oxidativo, el exceso de ROS/RNS ataca de manera constante a 

las biomoléculas. Todos los tipos de macromoléculas biológicas (proteínas, lípidos, 

carbohidratos y ácidos nucleicos) son sensibles al ataque oxidativo, el cual ocasiona 

daño oxidativo, que en condiciones de estrés puede ser severo e irreversible. La 

magnitud final del daño dependerá de la intensidad de producción de radicales libres, 

la resistencia de las moléculas a ser oxidadas y la eficiencia en la reparación o 

reemplazo de las mismas. El estrés oxidativo juega un papel crucial en el 

envejecimiento y en una variedad de patologías asociadas a la edad (Harman, 2001; 

Martínez et al., 2010; Perluigi et al., 2014). 

3.1. Daño oxidativo al ADN 

En condiciones fisiológicas, el ADN celular es constantemente atacado por ROS; 

se ha estimado que en mamíferos existen aproximadamente 15 000 aductos 

oxidativos de ADN por célula (Beckman y Ames, 1997). El ADN no es atacado 

directamente por el radical O2
- o el H2O2, sin embargo, en presencia de metales de 

transición estas especies generan el radical OH•, que es capaz de atacar al ADN. El 

H2O2 juega un papel fundamental pues es capaz de atravesar las membranas lipídicas 

y, al ser relativamente estable, difundir hasta zonas alejadas de su lugar de 

formación, donde puede reaccionar con metales de transición como los que forman 

parte de la cromatina y generar el radical OH• (Halliwell, 1998). 

Tanto las bases púricas como pirimidínicas son susceptibles al ataque oxidativo. 

La alteración oxidativa de bases en el ADN es mutagénica al poder inducir 

trasnversiones G-T o C-A (Loft y Poulsen, 1996). Existen numerosas modificaciones 

de bases nitrogenadas (figura 7), entre ellas la 8-oxoadenina, la 2-hidroxiadenina, 

el 5-hidroximetiluracilo, la 5-hidroxicitosina, la citosina glicol y la timidina glicol 

(Loft y Poulsen, 1996). No obstante, la base más empleada como marcador de ataque 

oxidativo al ADN es la guanina; la oxidación de su carbono 8 da lugar a la formación 

de la base modificada 8-hidroxiguanina y, su nucleósido, la 8-hidroxi-7,8-dihidro-2’-

deoxiguanosina (8-oxodG), es el marcador más utilizado para cuantificar el daño 

oxidativo al ADN. 
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Figura 7. Modificaciones oxidativas de bases nitrogenadas del ADN. 

 

Existen sistemas de reparación del daño oxidativo al ADN, sin embargo, su 

eficacia no es del 100 %, lo que, unido a posibles errores en la reparación, puede 

provocar la aparición de alteraciones genéticas y mutaciones. El número de copias de 

ADN es limitado y cuando todas las copias de un gen resultan dañadas, la 

información codificada en el mismo se pierde de manera definitiva para la célula. 

Como ejemplo, la 8-oxodG es una base nitrogenada alterada y mutágena que es 

reparada tanto en el núcleo como en la mitocondria, aunque de una forma más 

intensa en el primero (Bohr, 2002). 

Tanto el ADNmt como el nuclear son sensibles al ataque oxidativo, sin embargo, 

el ADNmt presenta unos niveles de daño oxidativo unas 10 veces superiores a los del 

ADN nuclear (Barja y Herrero, 2000). Este hecho se justifica porque el ADNmt está 

mucho más expuesto que el nuclear, está más próximo a la fuente de producción de 

radicales, y menos protegido, al carecer de histonas y mecanismos de reparación de 

mutaciones (Richter et al., 1995). Además, al carecer de intrones, posee una mayor 

densidad de información en su cadena, por lo que es más probable que cualquier 

mutación afecte la funcionalidad de los genes codificados en el mismo. 

3.2. Daño oxidativo a lípidos 

Los ácidos grasos insaturados presentes en las membranas son muy susceptibles a 

la oxidación y se convierten en lípidos peroxidados cuando son atacados por las ROS 

(Pizzimenti et al., 2013), mediante el proceso de peroxidación lipídica (PL). En este 

proceso se distinguen tres etapas: iniciación, propagación y terminación (figura 8). 

La descripción de las etapas del proceso de PL, si no se indica algo diferente, ha sido 

adaptada de un trabajo de revisión de Ayala y colaboradores (Ayala et al., 2014). 

Durante la iniciación un radical libre, usualmente el OH•, extrae un electrón de un 

átomo de carbono adyacente a un doble enlace, transformando el ácido graso en un 

radical alquilo (L•). El radical O2
- y el H2O2 por si solos no inician la PL, pero en 

presencia de metales de transición pueden generar OH•; especies como el 1O2 y los 

radicales halogenados también pueden participar en la iniciación.  
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Figura 8. Etapas del proceso de peroxidación lipídica (adaptado de Ayala et al., 2014). 

Los radicales L• pueden formar enlaces cruzados intra o intermoleculares, pero lo 

habitual es que reaccionen con el O2 generando un radical peroxilo de origen lipídico 

(LOO•). Estos radicales (L• y LOO•) tienden a estabilizarse mediante un 

reordenamiento electrónico que origina un dieno conjugado. 

En la etapa de propagación, el radical LOO• se transforma en un hidroperóxido 

lipídico (LOOH) al reaccionar, usualmente, con el doble enlace de un ácido graso 

adyacente, que a su vez se trasforma en un radical L•. Así, se genera una reacción en 

cadena que puede producir daño oxidativo a una gran cantidad de moléculas. 

Los hidroperóxidos lipídicos son relativamente estables y pueden ser eliminados 

mediante la acción de las GPX o por su reacción con la vitamina E. Sin embargo, en 

presencia de metales de transición pueden sufrir una reacción análoga a la de Fenton 

que permite la formación de compuestos cíclicos denominados endoperóxidos, los 

cuales al descomponerse forman diferentes aldehídos reactivos. Ejemplos de estos 

aldehídos son el malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxinonenal (HNE), que son 

capaces de unirse a macromoléculas (ADN, lípidos y proteínas) causando daño 

oxidativo y alterando su estructura y función (Vistoli et al., 2013). 

En la etapa terminación la especie reactiva de ácido graso puede reaccionar con 

radicales contiguos dando lugar a enlaces cruzados L-L, reaccionar con metales de 

transición generando nuevos radicales libres o fragmentarse originando aldehídos 

que a su vez reaccionan con otras moléculas generando productos secundarios. 
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El proceso de PL puede alterar las membranas biológicas, iniciando un deterioro 

acumulativo de sus funciones, al provocar la disminución de la fluidez por un 

incremento del orden y la viscosidad de las mismas, la reducción en el potencial 

electroquímico y el aumento de la permeabilidad (Persson et al., 2014). También, 

disminuye la actividad de la ATPasa de Na2+/K+ (Anzai et al., 1999), afecta 

receptores de membrana (Yehuda et al., 2002) y facilita el intercambio de 

fosfolípidos entre las dos monocapas y aumenta los entrecruzamientos con proteínas 

(Farooqui y Horrocks, 1998), lo que disminuye la movilidad de estas últimas 

(Richter, 1987). Si se propagan en exceso, las reacciones de PL pueden llegar a 

destruir las membranas biológicas. 

Debido a la gran cantidad de dobles enlaces que presentan los PUFA, son muy 

sensibles al ataque de los radicales libres. PUFA como el ácido araquidónico (AA), 

el docosahexaenoico (DHA, del inglés docosahexaenoic acid), el linoleico y el 

eicosapentanoico, contienen múltiples dobles enlaces metileno (-CH2-), con 

hidrógenos reactivos susceptibles de peroxidarse. El índice de dobles enlaces (DBI, 

del inglés double bond index) hace referencia al grado de instauración de los lípidos 

y el índice de peroxidabilidad (PI, del inglés peroxidizability index) es una medida de 

la susceptibilidad relativa de una membrana a la PL, estimada a partir de su perfil de 

ácidos grasos (Naudí et al., 2015). Así, las membranas que contienen gran cantidad 

de PUFA y elevados DBI y PI son frágiles frente a la acción de los radicales libres, al 

presentar una sensibilidad aumentada al proceso de PL (Pamplona et al., 2002). 

3.3. Daño oxidativo a proteínas 

Las proteínas son las dianas más relevantes de los radicales libres ya que son las 

macromoléculas biológicas más abundantes y funcionalmente diversas en los 

organismos vivos (Trnková et al., 2015). Se ha estimado que un 50-75 % de las 

ROS/RNS reaccionan con proteínas y que las modificaciones subsecuentes tienen 

una vida media larga, por lo que los residuos proteicos modificados pueden ser 

considerados marcadores sensibles de lesión oxidativa (Dean et al., 1997). 

Las reacciones químicas resultantes del ataque de ROS/RNS a proteínas son 

complejas, debido a la complejidad estructural de estas moléculas, y dan lugar a 

múltiples productos de oxidación, dependiendo, en parte, de la zona atacada en la 

estructura proteica (Dean et al., 1997; Trnková et al., 2015). La susceptibilidad a la 

oxidación varía entre proteínas, debido a factores como su composición 

aminoacídica, conformación espacial, velocidad de degradación y presencia de 

centros Fe-S (Agarwal y Sohal, 1995; Dean et al., 1997; Requena et al., 2003). 

Las ROS pueden atacar directamente el esqueleto carbonado de la proteína, 

involucrando diferentes reacciones y originando productos diversos que se 

representan esquemáticamente en la figura 9. 
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Figura 9. Oxidación del esqueleto proteico (adaptado de Trnková et al., 2015). 

Las cadenas laterales de los residuos aminoacídicos son también susceptibles a la 

oxidación por radicales libres produciendo diversos productos (tabla 2), y generando, 

a menudo, proteínas irreversiblemente modificadas que deben ser eliminadas del 

organismo por degradación proteolítica (Trnková et al., 2015). 

Tabla 2. Modificaciones oxidativas de la cadenas laterales de los residuos aminoacídicos. 

Aminoácido Producto 

Arg Semialdehído α-glutámico (carbonilos), AGEs. 

Cys Ácidos sulfénico, sulfínico y sulfónico, disulfuros, nitroso-Cys. 

Glu Ácido oxálico, aductos de piruvato, hidroperóxidos. 

His 2-oxohistina, 4-hidroxi-Glu, hidroperóxidos. 

Ile Hidroperóxidos. 

Leu 3-hidroxi-Leu, 4-hidroxi-Leu, 5-hidroxi-Leu, hidroperóxidos. 

Lys Semialdehído α-aminoadipídico (carbonilos), AGEs, hidroperóxidos. 

Met Met-sulfóxido, Met-sulfona. 

Phe 2-, 3- y 4-hidroxi-Phe, DOPA. 

Pro 
Semialdehído α-glutámico (carbonilos), 2-pirrolidona (carbonilos), ácido 

4- y 5-hidroxi-Pro, ácido piroglutámico, hidroperóxidos. 

Thr Ácido 2-amino-3-cetobutírico (carbonilos). 

Trp 
2-, 4-, 5-, 6- y 7-hidroxi-Trp, N-formilquinurenina, quinurenina,                      

3-hidroxiquinurenina, 6-nitro-Trp, bi-Trp, hidroperóxidos. 

Tyr DOPA, bi-Tyr, 3-cloro-Tyr, 3,5-dicloro-Tyr, 3-nitro-Tyr, hidroperóxidos. 

Val Hidroperóxidos. 

AGEs: Productos finales de glicación avanzada; DOPA: 2,3-dihidroxifenilalanina. 
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En este sentido, la sensibilidad a la oxidación varía entre aminoácidos, los 

residuos con más tendencia a ser modificados son la cisteína y la metionina, con 

cadenas laterales que contienen azufre (Dean et al., 1997). Sin embargo, la mayoría 

de estas oxidaciones, aunque no todas (ej. S-carboximetilcisteína y S-2-

succinilcisteína), son reversibles por reductasas disulfuro, el sistema del glutatión y 

TRX (Trnková et al., 2015). También, las cadenas laterales de determinados 

aminoácidos (ej. Lys, Arg, Pro, Thr e His) sufren, fácilmente, oxidación catalizada 

por iones metálicos con un mecanismo sitio-específico (Davies, 2012). 

Las cadenas laterales de determinados residuos (ej. His, Ileu, y Val) en las 

proteínas sufren oxidación en presencia de ROS/RNS (ej. OH•, O2
-, 1O2) para formar 

el hidroperóxido correspondiente como principal producto (Davies, 2012). Los 

hidroperóxidos de aminoácidos se descomponen rápidamente en presencia de agentes 

catalizadores (ej. iones de metales de transición, calor, luz) para dar una variedad de 

radicales que incluyen el alcoxilo, el peroxilo y especies carbono-centradas 

(Rahmanto et al., 2010). Por ello, los hidroperóxidos proteicos son capaces de 

propagar el daño oxidativo a otras biomoléculas incluyendo lípidos, proteínas y el 

ADN (Luxford et al., 2002; Rahmanto et al., 2010). 

Los carbonilos derivados de la oxidación de proteínas (aldehídos y cetonas) son 

compuestos altamente reactivos producidos por diferentes mecanismos (ej. oxidación 

directa catalizada por metal de residuos como la lisina o escisión oxidativa del 

esqueleto peptídico vía α-amidación). Estos carbonilos pueden formarse, también, de 

la interacción de las cadenas laterales de los aminoácidos con productos de PL 

(ej. HNE y MDA) o con derivados carbonilos reactivos (RCS, del inglés reactive 

carbonyl species), cetoaminas, cetoaldehídos y deoxiosonoas, generados como 

consecuencia de la reacción de azúcares reductores y sus productos de oxidación con 

los residuos de lisina de las proteínas (reacciones de glicación y glicoxidación) 

(Trnková et al., 2015). La carbonilación da como resultado la introducción de grupos 

carbonilo en los residuos de aminoácidos nucleofílicos, fácilmente cuantificables, por 

lo que se le considera un marcador fiable de estrés oxidativo, y es en la práctica el 

método más frecuentemente empleado para la detección de la modificación oxidativa 

de proteínas (Dalle-Donne et al., 2003; Madian y Regnier, 2010). 

El daño oxidativo a proteínas produce resultados diversos, como la fragmentación, 

despliegue o mal plegamiento, entrecruzamiento, así como la oxidación de cadenas 

laterales conllevando a la pérdida de actividad (Avery, 2011; Miller y Shaklai, 1994). 

Las proteínas modificadas oxidativamente deben, en su mayoría, ser eliminadas del 

organismo por degradación proteolítica; una disminución en la eficiencia de la 

proteólisis provoca su acumulación celular, lo que puede conducir a la interrupción 

de las funciones celulares, ya sea por pérdida de la integridad catalítica y estructural 

o por interrupción de vías reguladoras (Avery, 2011; Davies, 2012; Shacter, 2000). 

El contenido de proteínas oxidativamente modificadas en las células refleja el 

equilibrio entre las actividades oxidantes y antioxidantes del organismo y es 

dispuesto por los factores ambientales, genéticos y dietéticos prevalecientes. 
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3.3.1. Lipoxidación y daño oxidativo a proteínas 

Los productos finales de lipoxidación avanzada (ALE, del inglés advanced 

lipoxidation end-products) incluyen a una variedad de aductos que se generan por la 

reacción no enzimática de RCS con los sitios nucleofílicos de macromoléculas tales 

como el ADN, aminofosfolípidos y las proteínas, llevando a su modificación 

irreversible (Pamplona et al., 2005). Por ello, la PL de macromoléculas es 

considerada una carbonilación secundaria, ya que sus productos inician una reacción 

de carbonilación. Las ALE más estudiadas son las que surgen de la reacción de 

productos de ruptura (RCS) de la cascada de PL con los restos nucleófilos de las 

proteínas, principalmente los residuos de cisteína, lisina, histidina y arginina 

(Vistoli et al., 2013). Las RCS son producidas por PL no enzimática (previamente 

descrita) y el metabolismo lipídico (figura 10).  

 

Figura 10. Especies carbonilo reactivas originadas por lipoxidación y el metabolismo de 

prostaglandinas (adaptado de Vistoli et al., 2013). 

Como parte del metabolismo de lípidos los PUFA sufren oxigenación por los 

sistemas enzimáticos de la cicloxigenasa (COX), lipoxigenasa (LOX) y de 

citocromos P450, generando una serie se compuestos que pueden dar lugar a RCS 

(Massey y Nicolaou, 2013). Las RCS que surgen de la PL son heterogéneas 

(Vistoli et al., 2013). Incluyen RCS de cadena corta que pueden dividirse en tres 

clases principales: (1) aldehídos α,β-insaturados hidroxilados (ej. HNE) y no 

hidroxilados (ej. acroleína), (2) dialdehídos (ej. MDA y glioxal), y (3) cetoaldehídos 

(ej. metilglioxal) e isoketals, también llamados levuglandinas, que son                      
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γ-cetoaldehídos formados a través de la vía de los isoprostanos como los neuroketals 

(NKT). Además, se generan RCS también producto de la PL que son fosfolípidos 

truncados oxidados, en los que el resto electrófilo permanece unido covalentemente 

al fosfolípido. Una clase adicional de RCS capaz de formar aductos de proteína está 

representada por los metabolitos electrofílicos de prostaglandina (PG) 

(Vistoli et al., 2013), que se caracterizan por tener un resto carbonilo α,β-insaturado 

(ciclopentenona). Entre estas RCS, son de mencionar la PGA2 generada a partir de la 

deshidratación de PGE2 y la 15d-PGJ2 que se genera como consecuencia de la 

deshidratación de PGD2, un producto principal de la COX-2 formado en varias 

células y tejidos durante los procesos inflamatorios (Rink y Khanna, 2011). 

El HNE es el subproducto tóxico peroxidado mejor estudiado. Se forma a partir de 

la PL no enzimática de PUFA, mayormente de la serie ω-6 como el linoleico o el 

araquidónico; además, es producido enzimáticamente por la acción de LOX-15 sobre 

los PUFA ω-6 (Pratt et al., 2011). Se une covalentemente a aminoácidos como 

cisteína, histidina y lisina (Perluigi et al., 2012), dependiendo su grado de reactividad 

de la accesibilidad a los aminoácidos en la estructura proteica (Sultana et al., 2013). 

Su unión a proteínas puede alterar su estructura y función; por ejemplo, la unión del 

HNE a las ATPasas de Ca2+ y Na+/K+, contribuye al incremento de la concentración 

intracelular de Ca2+ y Na+, disfunción mitocondrial y producción adicional de ROS 

(Sultana et al., 2013). 

El HNE es un agente oxidante altamente reactivo y, a su vez, una molécula 

señalizadora de estrés (Esterbauer et al., 1991), ilustrando la dualidad de funciones 

que pueden presentar los productos de PL. Dependiendo del tipo celular y el estado 

metabólico, las consecuencias de la acción del HNE pueden ser diferentes 

(Eckl, 2003). Niveles bajos de HNE pueden activar la expresión de Nrf2, AP-1,    

NF-κB, MAPK y PPAR para inducir una respuesta antioxidante, niveles medios 

inducen daño a proteínas y orgánulos que conllevan a autofagia, senescencia o 

arresto del ciclo celular, mientras que niveles altos inducen apoptosis o necrosis 

(Ayala et al., 2014). Es de señalar que los niveles celulares de HNE se regulan, ya 

que puede ser eliminado mediante el glutatión, aldehído deshidrogenasas, aldo-ceto 

reductasas y alcohol deshidrogenasas; las glutatión S-tranferasas, MRP1 y la 

carnosina contribuyen también a la regulación de sus niveles (Guiotto et al., 2005; 

Mitchell y Petersen, 1987; Sultana y Butterfield, 2004). 

El MDA es frecuentemente el aldehído más abundante que resulta de la PL y se 

presenta en materiales biológicos en varias formas de unión covalente (Vistoli et al., 

2013).  Se produce por PL no enzimática de PUFA de las series ω-3 y ω-6, así como 

subproducto enzimático durante la biosíntesis del tromboxano A2 por el catabolismo 

del AA mediado por la COX-2 (Dei et al., 2002). En comparación con otras RCS, el 

MDA es relativamente menos reactivo a pH neutro; sin embargo, su reactividad se 

incrementa a un pH bajo, reaccionando preferentemente con los aminoácidos lisina, 

histidina y arginina. Se han descrito numerosas proteínas como modificadas por 

MDA, incluyendo enzimas, proteínas transportadoras, del citoesqueleto, 
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mitocondriales y antioxidantes (Zarkovic et al., 2013). Adicionalmente, el MDA 

puede actuar como molécula de señalización, regula la expresión génica de la 

secreción de insulina a través de la vía Wnt (Wang et al., 2014) y en el hígado induce 

la expresión de colágeno (García-Ruiz et al., 2002). El MDA es metabolizado por la 

aldehído deshidrogenasa mitocondrial a acetaldehído (Marnett et al., 1985) y por la 

fosfoglucosa isomerasa a metilglioxal (Agadjanyan et al., 2005). El MDA y el 

acetaldehído pueden formar por entrecruzamiento aductos estables (MAA), que 

reaccionan covalente y sinérgicamente con proteínas, formando aductos            

MAA-proteína. Estos últimos pueden ser proinflamatorios y profibrogénicos, y son 

capaces de inducir respuestas inmunológicas fuertes (Veneskoski et al., 2011). 

Otro grupo de compuestos altamente reactivo, pero poco estudiado, son los              

γ-cetoaldehídos NKT, que se generan durante la PL no enzimática de PUFA como el 

DHA (ω-3), preferentemente, y el AA (ω-6), mediante la vía de los neuroprostanos 

(Bernoud-Hubac et al., 2001). Esta serie de compuestos se unen con notable rapidez 

a los residuos de lisina causando lipoxidación proteica e induciendo a la reticulación 

y la agregación (Miller et al., 2014). Debido a la formación preferente de NKT a 

partir de DHA, se propone que proporcionan una ventana única para la cuantificación 

del daño oxidativo de las membranas neuronales; debido a que a diferencia del AA 

que se distribuye uniformemente entre tipos celulares, el DHA se encuentra muy 

concentrado en las membranas neuronales (Bernoud-Hubac et al., 2001). 

De manera general, el daño por lipoxidación a las proteínas que da lugar a los 

ALE se caracteriza por la unión covalente de un motivo lipídico oxidado (ej. HNE, 

MDA y NKT) a estas moléculas alterando su estructura y función 

(Perluigi et al., 2014). Este daño proteico se puede traducir en la alteración de 

múltiples procesos de vital importancia para la supervivencia celular como la 

integridad de las membranas (Farooqui y Horrocks, 1998), la señalización 

(Springer et al., 1997) o excitotoxicidad (Monyer et al., 1990). 

3.3.2. Glicación/glicoxidación y daño oxidativo a proteínas 

La glicación no enzimática consiste en la interacción de grupos carbonilo de 

azúcares reductores (ej. glucosa), sus metabolitos reactivos (ej. α-oxoaldehídos) u 

otros parientes carbohidratos (ej. ácido ascórbico), con las proteínas; un proceso que 

depende de la concentración del monosacárido y del tiempo de contacto, 

determinado por la vida media de la proteína en particular. Inicialmente se produce la 

unión no enzimática y reversible del grupo aldehído (ej. de la glucosa) con grupos 

amino libres de las proteínas (ej. amino terminal o ε-amino de la Lys) dando lugar a 

la formación de aldiminas o bases de Schiff como productos de glicación temprana. 

Posteriormente, por reordenamientos moleculares se generan compuestos de 

Amadori o Heyns (fructosaminas), que son productos intermedios. A continuación, 

los compuestos de Amadori participan en una serie de reacciones irreversibles, 

colectivamente llamadas reacciones de Maillard, para dar lugar a productos finales 

de glicación avanzada (AGE, del inglés advanced glycation end-products) 

(Simm et al., 2015). 
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Se producen reacciones similares con compuestos que contienen un grupo 

aldehído producidos a través de vías enzimáticas y no enzimáticas 

(Vistoli et al., 2013). La glucólisis produce dicarbonilos altamente reactivos como el 

metilglioxal y el glioxal que pueden interactuar con las proteínas para formar 

rápidamente AGE. Los dicarbonilos reactivos también pueden generarse a partir de 

cetonas, lípidos y otras vías metabólicas (figura 11). Cabe destacar que RCS como el 

glioxal y el metilglioxal son generados por oxidación tanto de lípidos como de 

azúcares, por lo que los productos de reacción correspondientes con las proteínas 

pueden denominarse tanto ALE como AGE. La principal fuerza motriz tras la 

formación y acumulación de AGE es un estado de estrés carbonílico, que puede ser 

causado por el aumento de la producción de dicarbonilos reactivos o una 

detoxificación reducida por el sistema de la glioxalasa o scavengers endógenos 

(Simm et al., 2015). 

 

 

Figura 11. Vías de formación de productos finales de glicación avanzada. 

 

La formación de AGE comprende reacciones de deshidratación, condensación 

cíclica, entrecruzamientos intermoleculares y oxidación por ROS; por ello, la 

combinación de las reacciones de glicación y oxidación es llamada en conjunto 

glicoxidación (West, 2000). Los AGE son un grupo de compuestos químicamente 

complejos y heterogéneos (figura 12), de los cuales solo unos pocos se han 

caracterizado completamente (Trnková et al., 2015). Entre ellos, la N-ε-carboximetil-

lisina (CML) y la N-ε-carboxietil-lisina (CEL), se encuentran bien caracterizados y 

existen anticuerpos comerciales disponibles para su detección y cuantificación 

(Ahmed et al., 1997; Fu et al., 1996). 
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Figura 12. Algunos productos finales de glicación avanzada (AGE, del inglés advanced 

glycation end-products) (adaptado de Trnková et al., 2015). 

Los AGE causan cambios importantes en las propiedades fisicoquímicas de las 

proteínas: aumento en su peso molecular, capacidad de agregación y formación de 

enlaces cruzados, una pigmentación amarillo-marrón, o una generación de 

fluorescencia (Trnková et al., 2015; Vistoli et al., 2013). De esta manera, los AGE 

pueden afectar significativamente la función de las proteínas y, en general, el 

funcionamiento celular. Los AGE pueden modificar la matriz extracelular, modificar 

la acción de las hormonas, citoquinas y radicales libres a través de la participación de 

receptores de la superficie celular (ej. RAGE), y afectar a la función de las proteínas 

intracelulares (Wei et al., 2013). 

3.3.3. Proteómica redox 

Existen diversas técnicas inmunoquímicas disponibles para identificar los niveles 

generales de modificación oxidativa proteica; sin embargo, no proporcionan 

información específica sobre las proteínas individuales que han sido modificadas. En 

este sentido, se ha desarrollado la proteómica redox, que abarca el conjunto de 

técnicas que permiten la identificación de proteínas específicas modificadas 

oxidativamente (ej. por HNE o MDA) y la comparación de sus niveles 

(Castegna et al., 2002). Existen dos métodos o estrategias principales, los basados en 

geles y los no basados en geles (Perluigi et al., 2014). 

La proteómica redox basada en geles es la estrategia más ampliamente utilizada 

para la identificación de proteínas oxidadas a partir de muestras complejas 

(Butterfield et al., 2012). Emplea la electroforesis bidimensional en geles de 
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poliacrilamida, mediante la cual las proteínas son separadas inicialmente por su 

punto isoeléctrico y a continuación por su peso molecular, dando como resultado un 

mapa de puntos proteicos específico con localización en el eje XY. Posteriormente, 

la detección de la modificación oxidativa de interés se puede realizar mediante 

Western-blot con anticuerpos específicos. Dos geles idénticos se corren en paralelo 

para una misma muestra: el primer gel (gel redox) se emplea en el análisis de 

Western-blot por lo que se pierde a fines de identificación, para lo que se emplea el 

segundo gel (gel de expresión) que es teñido para la visualización de los puntos 

proteicos (ej. tinción con plata, Sypro Ruby, Coomassie Brilliant blue, etc.), de 

donde se localizan, normalizan y extraen los puntos de interés, respecto al gel redox. 

Los puntos de interés localizados en el gel son cortados, digeridos con tripsina, y los 

péptidos generados se identifican mediante espectrometría de masas (MS, del inglés 

mass spectrometry). Se pueden emplear diversas variantes de MS como la matrix 

assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) o la electrospray 

ionization (ESI)-tandem MS (MS/MS) (Perluigi et al., 2014). Seguidamente la 

secuencia aminoacídica de los péptidos y la identidad de las proteínas es identificada 

mediante programas bioinformáticos (Mascot) y comparación contra bases de datos. 

Es posible la cuantificación, normalización y comparación de las proteínas oxidadas 

u otras de interés empleando análisis densitométrico mediante programas específicos 

(ej. PDQuest). 

La principal limitación de este análisis proteómico es que está sesgado a favor de 

las proteínas más abundantes. Por otra parte, es susceptible de detectar diferencias 

entre dos condiciones que dependan de las variaciones en los niveles de expresión 

más que de la modificación oxidativa en si misma. Por ello, la determinación del 

nivel de oxidación relativo a la cantidad de una determinada proteína es más 

informativo que el contenido total de proteína modificada (Butterfield et al., 2012). 

La aproximación basada en geles presenta limitaciones para el caso del análisis a 

gran escala, así como para la identificación de proteínas de membrana o proteínas 

poco abundantes; en un intento por sortear estas dificultades se han desarrollado 

métodos libres de gel (Butterfield et al., 2012). Los mismos se basan en el 

enriquecimiento mediante cromatografía líquida o cromatografía de afinidad de 

proteínas que presentan una modificación oxidativa de interés y su posterior 

detección mediante MS. La identificación de proteínas carboniladas ha sido la 

práctica más común con esta aproximación, empleando el enriquecimiento de 

proteínas carboniladas mediante cromatografía de afinidad de avidina, para 

carbonilos previamente derivatizados con biotina-hidrazida. La principal desventaja 

de estas aproximaciones es que no permiten un análisis cuantitativo del grado de 

modificación oxidativa de las distintas proteínas identificadas en diferentes muestras, 

lo que limita su utilidad como herramienta para el estudio de cambios en el patrón de 

oxidación de proteínas en distintas condiciones biológicas. Una representación 

esquemática de la detección de proteínas carboniladas mediante las dos estrategias 

generales de la proteómica redox se presenta en la figura 13. 
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Figura 13. Representación esquemática de las estrategias analíticas utilizadas para la 

identificación y cuantificación de proteínas carboniladas en la proteómica redox. 

3.4. Estrés y daño oxidativo en el envejecimiento 

Numerosos trabajos han explorado el papel del estrés oxidativo en el 

envejecimiento, basados en la teoría de los radicales libres mitocondriales del 

envejecimiento (Harman, 1972). Esta situación de estrés oxidativo se observa si se 

produce un desequilibrio entre la producción ROS y la capacidad de respuesta de los 

sistemas antioxidantes, conllevando a daño oxidativo. 

La protección celular contra el daño oxidativo incluye tanto la eliminación de 

ROS como la reparación del daño, siendo los antioxidantes la línea fundamental de 

esta defensa. Aunque los antioxidantes pueden proteger contra diversas 

enfermedades relacionadas con la edad, no parecen controlar la tasa de 

envejecimiento ya que: (1) las especies de larga vida, incluyendo invertebrados y 

vertebrados, tienen constitutivamente menos niveles de enzimas antioxidantes en sus 

tejidos y de antioxidantes endógenos de bajo peso molecular que los de corta 

duración (López-Torres et al., 1993a), (2) el aumento experimental de antioxidantes 

tisulares a través de la suplementación dietética (Harman, 1968; Harris et al., 1990), 

la inducción farmacológica (López-Torres et al., 1993b) o técnicas transgénicas 

(Jaarsma et al., 2000; Mockett et al., 1999; Orr et al., 2003) puede incrementar 

ligeramente la longevidad media evitando la muerte prematura, pero no cambia la 

longevidad máxima, y (3) knockouts para genes que codifican enzimas antioxidantes 

muestran diferentes patologías pero su longevidad máxima no parece estar afectada 

(Muller et al., 2003; Schriner et al., 2005). Así pues, se propone que la reducción de 

la producción de ROS resulta más eficiente para reducir el daño oxidativo que el 

incremento en los niveles de antioxidantes (Pamplona y Barja, 2007). La correlación 
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negativa entre especies de larga vida y bajos niveles de antioxidante se ha 

interpretado como una evidencia indirecta de que la producción de ROS in vivo en 

condiciones basales debe de ser menor en especies animales longevas que en las de 

vida corta (Naudí et al., 2007; Pamplona y Barja, 2007; Pérez-Campo et al., 1998). 

Durante la respiración aerobia, la fuga de electrones de la CTE produce ROS. Se 

sabe que la tasa de producción de ROS es propia de cada especie e independiente de 

la de consumo de O2 mitocondrial (Barja et al., 1994). Además, la tasa de producción 

de ROS correlaciona de forma inversa con la longevidad máxima de las especies, de 

forma que esta tasa es mayor en especies de vida corta que en especies longevas 

(Barja et al., 1994; Pérez-Campo et al., 1998), explicando que los niveles de 

antioxidantes endógenos correlacionen negativamente con la longevidad máxima 

entre especies. Esto es posible debido a que el porcentaje del flujo total de electrones 

dirigido a la producción de ROS es menor en animales de vida larga, es decir, la 

eficiencia de la CTE es mayor (Naudí et al., 2007). 

Diversos estudios apoyan la noción de otra línea de defensa, además de los 

sistemas antioxidantes y de reparación, basada en la susceptibilidad inherente de las 

macromoléculas al daño oxidativo. Esta susceptibilidad (facilidad con la que sufre 

lesión oxidativa) está intrínsecamente relacionada con la composición química 

específica de las macromoléculas (Naudí et al., 2007). En este sentido, existen 

evidencias de una disminución en la susceptibilidad de las macromoléculas al daño 

oxidativo en especies longevas. 

Se ha observado que el contenido en metionina (aminoácido más susceptible a la 

oxidación por ROS) de las proteínas de diversas especies de mamíferos correlaciona 

con la longevidad máxima; y que las proteínas de especies longevas son menos 

susceptibles a la modificación oxidativa que las de especies de vida corta 

(Naudí et al., 2007; Pamplona y Barja, 2007). 

También, la composición del ADNmt expresa una adaptación de longevidad 

altamente resistente. La guanina es el nucleótido más fácilmente oxidable y menos 

abundante en el ADNmt (Samuels, 2005). De acuerdo con esto, los mamíferos de 

larga vida y las aves tienen niveles más bajos de 8-oxodG en su ADNmt 

(Barja, 2004; Sanz et al., 2006). Además, cuanto más larga es la longevidad máxima 

de una especie menor es la energía libre (medida de la susceptibilidad del ADN a la 

mutación) del ADNmt (Samuels, 2005). 

Además, los ácidos grasos altamente insaturados (más de dos enlaces dobles) son 

en promedio los ácidos grasos menos abundantes en las membranas celulares 

(Hulbert, 2005; Hulbert et al., 2007). Un bajo grado de insaturación (bajos DBI y PI) 

de las membranas celulares es una característica general de las especies de larga vida 

(Pamplona et al., 1996, 1998). En las especies con una alta longevidad máxima, 

incluyendo a los humanos, este bajo grado de insaturación se logra con la 

redistribución de los tipos de PUFA en las membranas, sin alteración del porcentaje 

total del contenido de PUFA y la longitud media de la cadena. Esto representa una 

estrategia óptima ya que puede reducir la sensibilidad de las membranas a la PL 
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alterando poco las propiedades de fluidez y microviscosidad que afectan de forma 

crítica a la función de las proteínas de membrana (Pamplona y Barja, 2007). 

Finalmente, la glucosa ha emergido como el portador más importante de energía 

en las células de los animales, siendo el carbohidrato menos reactivo (Bunn y 

Higgins, 1981), y disminuyendo la probabilidad de formación de RCS y AGE. 

Por otra parte, la restricción calórica es la intervención experimental descrita en 

mayor detalle que ralentiza el envejecimiento y aumenta la longevidad máxima 

(Masoro, 2005). El efecto de la RC en la producción de ROS ha sido estudiado 

intensivamente en roedores. Estos estudios demuestran consistentemente que la RC a 

largo plazo (entre 1 año y toda la vida) disminuye significativamente la tasa de 

generación de ROS (Barja, 2004; Pamplona y Barja, 2007; Sanz et al., 2006). Esta 

disminución en la generación de ROS no se acompaña de cambios en el consumo de 

oxígeno mitocondrial, sino que corresponde a una disminución de la fuga de 

electrones. La falta de cambios en el consumo de oxígeno mitocondrial coincide 

también con la falta de variaciones en las tasas metabólicas basales en RC (Lynn y 

Wallwork, 1992). Además, la disminución en la generación de ROS se acompaña por 

disminuciones significativas en los niveles de 8-oxodG en el ADN, en la insaturación 

de las membranas, y el daño a las proteínas tisulares y mitocondriales resultantes de 

la oxidación, glicoxidación, y la lipoxidación (Hulbert et al., 2007; Pamplona y 

Barja, 2003; Sanz et al., 2006). 

De manera general, estos hallazgos soportan el papel del estrés oxidativo en el 

envejecimiento basado en dos características principales relacionadas con el aumento 

de la longevidad máxima mediante el control de la producción de daño oxidativo: 

(1) la disminución/control de la producción de ROS, y (2) una composición 

macromolecular que es altamente resistente a modificaciones oxidativas. No 

obstante, más allá de esta relación y las diferencias entre especies, numerosos 

estudios soportan la acumulación de daño oxidativo en las macromoléculas durante 

el envejecimiento. Por otra parte, aunque no se ha encontrado una relación clara entre 

los niveles de antioxidantes y el envejecimiento, si se ha descrito que en organismos 

viejos se pierde la capacidad de regular la actividad de Nrf2 en respuesta al estrés 

oxidativo. Así, con el envejecimiento disminuye la actividad de Nrf2 y de su gen 

blanco GSH (Suh et al., 2004; Suzuki et al., 2008; Valcarcel-Ares et al., 2012), lo 

cual se ha correlacionado con la concentración de glutatión oxidado y la presencia de 

productos oxidados (Suh et al., 2004; Zaman et al., 2007). También, es posible 

aumentar la longevidad media mediante la modulación de la vía IIS, cambio que 

se acompaña de un incremento en la resistencia al estrés oxidativo 

(Holzenberger et al., 2003; Quarrie y Riabowol, 2004). 

Diferentes grupos de investigación han descrito un aumento relacionado con la 

edad en los niveles de 8-oxodG tanto en el ADN nuclear como el ADNmt, en una 

amplia variedad de tejidos en roedores (Bokov et al., 2004; Hudson et al., 1998). 

También, existe un incremento progresivo relacionado con la edad en el número de 

enlaces iónicos entre proteínas no histonas y grupos fosfatos del ADN (Ames, 1989), 
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aumentando la condensación de la cromatina, y un aumento en la concentración de 

aductos desoxiguanosina-MDA (Hoeijmakers, 2009; Sohal y Allen, 1990). 

Diferentes estudios han demostrado que existe un aumento con la edad en los 

niveles de PL y en sus productos (ej. F2-isoprostanos, HNE y MDA) 

(Bokov et al., 2004; Roberts y Reckelhoff, 2001). Un hallazgo reiterado es el 

aumento con la edad de las concentraciones celulares de lipofuscina, la cual es una 

mezcla compleja de productos de PL, proteínas oxidadas, y en menor medida 

carbohidratos y metales (Gray, 2005). 

La acumulación de daño oxidativo en las proteínas es también un evento 

recurrente en el envejecimiento. Los niveles de carbonilación proteica aumentan con 

la edad en diferentes tejidos y especies, incluyendo humanos (Bokov et al., 2004; 

Butterfield y Stadtman, 1998; Requena et al., 2003; Sohal y Allen, 1990). También, 

existe un aumento del entrecruzamiento de proteínas y de procesos de agregación; 

así como, de la producción de AGE/ALE (Monnier et al., 2005; Simm et al., 2015; 

Sohal y Allen, 1990; Vistoli et al., 2013). Más allá, estudios de proteómica redox han 

detectado que las proteínas modificadas oxidativamente en el envejecimiento 

participan en procesos claves para la supervivencia celular como el metabolismo 

energético, la transducción de señales y la respuesta al estrés (Perluigi et al., 2010). 

4. Envejecimiento en el cerebro 

En el sistema nervioso central (SNC), el envejecimiento afecta diferentes áreas 

cerebrales y sus funciones subyacentes, como lo indica la disminución de las 

habilidades sensoriales, motoras y cognitivas con el tiempo. Sin embargo, este 

proceso se presenta con una considerable variabilidad entre individuos, en los 

componentes del SNC más afectados, en cómo se compensan los déficits y, en los 

procesos neurodegenerativos relacionados con la edad. 

4.1. Características morfo-fisiológicas 

Durante mucho tiempo se pensó que durante el proceso de envejecimiento 

cerebral normal había una importante pérdida de neuronas en diferentes áreas de 

corteza (Brody, 1955); sim embargo, estudios con nuevas técnicas histológicas y 

estimación más real han concluido que la pérdida neuronal es mínima en el 

hipocampo y en áreas de corteza (ej. prefrontal, temporal o entorrinal) con la edad 

(Morrison y Hof, 1997; Wickelgren, 1996). No obstante, si existen una serie de 

cambios estructurales y funcionales en los tipos celulares que componen el SNC.  

Ocurre con la edad la disminución del tamaño del soma neuronal, la pérdida o 

regresión de dendritas y espinas dendríticas, así como de su densidad, de la 

complejidad de la arborización dendrítica y de los sitios postsinápticos 

(Dickstein et al., 2007; Morrison y Hof, 1997). También, alteraciones en la 

neurotransmisión y en la distribución de receptores (ej. glutamato y NMDA), 

cambios en las propiedades electrofisiológicas que conllevan a defectos en vías de 

señalización cortico-corticales, y la pérdida de circuitos neurales y de plasticidad 
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sináptica (Dickstein et al., 2007), así como de la neurogénesis hipocampal (Cameron 

y McKay, 1999; Gould et al., 1999). Además, se describe con el envejecimiento una 

degeneración de las vainas de mielina neuronales, alteración de los oligodendrocitos, 

y cambios en la composición normal de la mielina (Malone y Szoke, 1982; 

Peters, 1996). Las células microgliales, también, están sujetas a cambios con la edad; 

aunque estos sólo comienzan a documentarse, se ha descrito distrofia microglial, 

caracterizada por procesos celulares desprovistos de ramificaciones finas, excesivo 

reborde y formación de protuberancias esferoides, así como fragmentación o 

tortuosidad (Conde y Streit, 2006). Las alteraciones celulares y la disfunción del 

flujo vascular determinan, en conjunto, la disminución del peso cerebral con el 

envejecimiento (DeCarli, 2013). 

Las técnicas de imagen por resonancia magnética han mostrado que existen 

cambios anatómicos asociados al envejecimiento cerebral. Existe un aumento del 

tamaño ventricular y una disminución del volumen cerebral global con la edad, que 

se acentúa a partir de los 50 años, con diferencias regionales sustanciales, siendo el 

lóbulo frontal y el temporal los que presentan una mayor disminución 

(DeCarli et al., 2005a; Lockhart y DeCarli, 2014; Sullivan y Pfefferbaum, 2007). 

Este aumento de la atrofia cerebral con la edad se ha relacionado con factores de 

riesgo vasculares en los individuos cognitivamente normales (Debette et al., 2011; 

Nettiksimmons et al., 2013). También, se ha descrito una disminución de las 

sustancias gris y blanca con la edad, con patrones particulares y variaciones entre 

regiones cerebrales, siendo la frontal la más afectada (Fotenos et al., 2005; 

Ge et al., 2002). Además, el aumento de hiperintensidades en la sustancia blanca y la 

degeneración de determinados tractos (ej. genu y esplenio del cuerpo calloso) se 

asocian con la edad (DeCarli et al., 2005b; Lockhart y DeCarli, 2014). Estas lesiones 

de la sustancia blanca se asocian con disminuciones en la velocidad y el rendimiento 

cognitivo, y en algunos casos se ha demostrado que median los cambios 

conductuales con la edad (Andrews-Hanna et al., 2007; Ziegler et al., 2010). 

Las consecuencias funcionales/conductuales resultantes de los cambios con el 

envejecimiento en el SNC son diversas; entre las más evidentes se encuentran: la 

disminución de la memoria a corto y largo plazo, así como de la memoria espacial 

(Leal y Yassa, 2015; Nyberg et al., 2012); la disminución en la velocidad de 

procesamiento global y en las funciones ejecutivas (Nyberg et al., 2012; 

Yankner et al., 2008); problemas atencionales y de lenguaje (Coubard et al., 2011); y 

pérdida de destrezas visuoconstructivas complejas y de respuestas psicomotoras 

rápidas (Yankner et al., 2008). También, existen cambios en el patrón de sueño con 

la edad, que incluyen menos tiempo de sueño total y en los ciclos de sueño de estadio 

III y IV, y más tiempo en sueño de movimiento ocular no rápido de las etapas I y II 

(Cefalu, 2011). Diferentes estudios sugieren que el envejecimiento morfo-funcional 

del cerebro comienza en edades relativamente tempranas (cuarta década) del ciclo 

vital en los humanos (Yankner et al., 2008). 

 



                                                                                                                                   Introducción 

 

 
~45~ 

4.2. Características moleculares 

En el cerebro, se presentan las marcas moleculares que acompañan al 

envejecimiento, con procesos particulares que reflejan las características únicas de 

este órgano y de las neuronas postmitóticas diferenciadas que lo componen. 

Acompañan al envejecimiento cerebral factores como alteraciones epigenéticas 

(Lardenoije et al., 2015), disfunción mitocondrial con alteraciones en la morfología y 

el ADNmt, perturbación de la homeostasis energética (Swerdlow, 2011) y la 

acumulación de proteínas dañadas y de gránulos de lipofuscina en el citoplasma de 

neuronas y células gliales (Keller et al., 2004). También, el aumento del daño 

oxidativo a ácidos nucleicos, lípidos y proteínas ha sido reiteradamente asociado al 

envejecimiento cerebral y la neuropatología (acápite independiente).  

Es de destacar que, durante el envejecimiento, las neuronas enfrentan el gran 

problema de la acumulación de proteínas dañadas que pueden forman agregados 

insolubles intra o extracelulares, proceso fuertemente ligado a los trastornos 

neurodegenerativos (Mattson y Magnus, 2006). Las proteínas dañadas pueden 

eliminarse por degradación enzimática por proteasas citosólicas, lisosomas y el 

sistema ubiquitina-proteasoma, existe evidencia de que el funcionamiento de estos 

mecanismos se deteriora en las neuronas con la edad (Bi et al., 2000; 

Keller et al., 2002; Nixon, 2003). Adicionalmente, la alteración de la autofagia es 

relevante en la disfunción y la muerte neuronal en el envejecimiento y las patologías 

relacionadas (Bergamini et al., 2003; Nixon et al., 2005).  

En particular, con el envejecimiento, es posible detectar en sujetos clínicamente 

normales, aunque en menor medida, los agregados proteicos típicos de la enfermedad 

de Alzheimer: ovillos neurofibrilares (NFT, del inglés neurofibrillary tangles) 

intracelulares y placas seniles (PS) de péptido β-amiloide (βA) extracelulares 

(Ferrer, 2012). En individuos viejos sin discapacidad cognitiva mayor, el patrón de 

PS es heterogéneo, ausente o de baja densidad en neocorteza; sin embargo, se 

detectan de forma consistente NFT en la corteza entorrinal, la región CA1 del 

hipocampo y, menos frecuentemente, en las cortezas temporal y frontal (Braak y 

Braak, 1991; Gold et al., 2001). Estos cambios se han interpretado como 

relacionados con el envejecimiento normal (Hof et al., 1999); no obstante, sus 

implicaciones y los límites que definen el envejecimiento normal del patológico son 

tema de intenso debate (Ferrer, 2012). 

Una característica que acompaña al envejecimiento, y que se agudiza en los 

trastornos neurodegenerativos, es la presencia de inflamación crónica de bajo grado, 

origen del término neuroinflammaging (Franceschi et al., 2006; Ward et al., 2015). 

La inmunidad innata en el SNC es proporcionada principalmente por la microglia 

residente. Se plantea que existe una sensibilización (reactividad) de la microglia 

producto de la edad, que puede llevar a una respuesta neuroinflamatoria exagerada 

ante diferentes estímulos (ej. daño sináptico y ROS), que varía entre regiones 

cerebrales (Norden y Godbout, 2013). Este fenotipo proinflamatorio de la microglia 

promueve la producción de citoquinas proinflamatorias (ej. IL-1β, IL-6, IL-12 y 
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TNFα) y la expresión aumentada de receptores inflamatorios (ej. MHCII y CD86), 

receptores scavenger (ej. CD68), receptores de reconocimiento asociado a patrones 

(ej. TLR), integrinas (CD11b y CD11c) y óxido nítrico (Bodles y Barger, 2004; 

Norden y Godbout, 2013). Además, ocurre una disminución en la producción de 

citoquinas antinflamatorias (ej.IL-4 y IL-10) en el cerebro envejecido (Norden y 

Godbout, 2013; Ward et al., 2015). La activación microglial amplificada y 

prolongada en el cerebro envejecido puede estar relacionada con alteraciones en 

sistemas reguladores, lo que hace difícil la resolución de esta activación; y se ha visto 

que tiene efectos negativos sobre las funciones cognitivas (Norden y Godbout, 2013). 

También, en el SNC la presencia de citoquinas proinflamatorias (ej. IL-1 y TNFα) es 

capaz de activar la vía NF-κB (Donato et al., 2009); en el envejecimiento se ha 

descrito su activación en astrocitos, asociada a un cambio de su función neurotrófica 

a neuroinflamatoria (Volterra y Meldolesi, 2005). 

Entre las varias moléculas de señalización y vías enzimáticas implicadas en la 

neuroinflamación, las COX (existen dos isoformas, COX-1 y COX-2) son unas de 

las más frecuentes (Minghetti, 2004). En particular, la expresión de COX-2 puede ser 

rápidamente inducida por diferentes estímulos tales como citoquinas y moléculas 

proinflamatorias (Minghetti, 2004). En poblaciones neuronales específicas, 

principalmente neuronas glutamatérgicas excitatorias, la expresión de la COX-2 es 

“constitutiva”, o más exactamente, “dinámicamente” regulada, ya que depende de 

factores como la actividad sináptica (Minghetti, 2004; Teather, 2002). La expresión 

de COX-2 también se induce en astrocitos y microglia por diferentes estímulos. La 

inducción y/o sobreexpresión de COX-2 en tipos celulares específicos parece 

depender de señales químicas particulares como el glutamato en neuronas, citoquinas 

en astrocitos y neuronas apoptóticas en microglia (Minghetti, 2004). Varias líneas de 

evidencia sugieren que la COX-2 tiene un papel en la neurotoxicidad, y que la 

sobreexpresión de COX-2 se relaciona con numerosos trastornos neurodegenerativos 

asociados a la edad (Minghetti, 2004; Weiner y Frenkel, 2006). 

Otra característica del envejecimiento cerebral son las alteraciones en la 

homeostasis del calcio (Toescu et al., 2004). Se ha observado un aumento de la post-

despolarización dependiente de Ca2+, con repercusiones en el funcionamiento 

neuronal; también, mayor aumento en las concentraciones de Ca2+ ante un estímulo, 

lo que se ha relacionado con defectos del retículo endoplasmático para secuestrarlo y 

de la mitocondria para regularlo (Gleichmann y Mattson, 2011; Toescu et al., 2004). 

Como resultado de estas alteraciones se pueden activar de manera excesiva y 

deletérea una variedad de repuestas tales como excitabilidad de membrana, 

plasticidad sináptica, adhesión celular, inflamación, crecimiento y muerte celular 

(Toescu et al., 2004; Ward et al., 2015). 

También, se produce con el envejecimiento una acumulación selectiva de hierro 

en varias regiones cerebrales y en diferentes tipos de células, en forma de hierro 

unido a ferritina (Ft) y neuromelanina (NM), al parecer sin consecuencias 

patológicas (Ward et al., 2014). En humanos existe un aumento lineal del contenido 
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de Fe-Ft en la sustancia nigra con la edad, mientras que en locus cerúleo la 

concentración es menor y permanece estable. La concentración del complejo Fe-NM, 

la forma dominante de hierro en las neuronas catecolaminérgicas, aumenta tanto en 

la sustancia nigra como en el locus cerúleo, así como en la corteza premotora, el 

putamen y el cerebelo con la edad. Más allá de los 70 años, tanto el putamen como el 

globo pálido muestran un aumento del contenido de hierro con grandes depósitos en 

fibras, células gliales y neuronas libres de NM. La microglia y los astrocitos de la 

corteza, el cerebelo, el hipocampo, los ganglios basales y la amígdala, presentan un 

mayor contenido de Fe-Ft con la edad (Ward et al., 2014). Los oligodendrocitos 

contienen la mayor cantidad de hierro, almacenados principalmente como Fe-Ft y 

permanece constante durante el envejecimiento (Connor y Menzies, 1996). 

Por otra parte, estudios de expresión génica en ratón (Jiang et al., 2001), rata 

(Blalock et al., 2003), chimpancé (Fraser et al., 2005) y humanos (Erraji-

Benchekroun et al., 2005) han mostrado que durante el envejecimiento cerebral unas 

pocas vías de señalización son afectadas en contraposición a un cambio genómico 

global. Son de destacar la inducción de genes de respuesta al estrés y la reducción de 

la expresión de genes mitocondriales (Yankner et al., 2008). En humanos solo el 4 % 

del genoma cerebral es regulado por la edad, apareciendo los cambios regulatorios 

sobre los 40 años y siendo más pronunciados a partir de los 70 años (Lu et al., 2004). 

En la corteza prefrontal, se encuentran subexpresados genes reguladores de la 

función sináptica incluyendo a receptores de glutamato, proteínas de vesículas 

sinápticas y de sistemas de transducción de señales LTP; el sistema de transducción 

de Ca2+ sináptico aparece particularmente afectado con la subexpresión de la 

calmodulina 1 y 3, la calcineurina Bα e isoformas de PKC; y la respuesta al estrés es 

la categoría más extensamente representada incluyendo la sobreexpresión de genes 

del sistema antioxidante, la reparación del ADN y la función inmune (Erraji-

Benchekroun et al., 2005; Lu et al., 2004). Las regiones extra-corticales muestran un 

patrón algo diferente, por ejemplo, en el cerebelo los cambios relacionados con la 

edad en los genes subexpresados son menores (Fraser et al., 2005). 

4.3. Envejecimiento y neuropatología 

Existe una relación entre el envejecimiento y los trastornos neurodegenerativos, 

pues la probabilidad de desarrollar un desorden neurodegenerativo de tipo esporádico 

aumenta dramáticamente durante las sexta, séptima y octava décadas de vida. Por 

ejemplo, existe una alta probabilidad de que una persona que vive a la edad de 

85 años sufra de enfermedad de Alzheimer (EA), y la enfermedad de Parkinson (EP) 

es más común en los mayores de 70 años (Mattson y Magnus, 2006). 

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una disfunción 

progresiva y la pérdida (muerte) selectiva de poblaciones neuronales en áreas 

concretas del SNC, determinando de esta manera su clínica (alteraciones cognitivas, 

desórdenes motores o ambas características) (Jellinger, 2009). El individuo adulto 
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presenta una capacidad limitada de neurogénesis, por lo que la muerte neuronal 

marca una fase irreversible del proceso neurodegenerativo (Gould et al., 1999). 

La neurodegeneración se considera multifactorial, implicando diferentes 

elementos: causas genéticas, ambientales, factores endógenos relacionados con el 

envejecimiento, defectos en la degradación de proteínas por el sistema ubiquitina-

proteosoma/autofagia, formación de radicales libres y estrés oxidativo, alteración 

bioenergética por disfunción mitocondrial, trastornos del aparato de Golgi, 

mutaciones de chaperonas moleculares y procesos neuroinflamatorios (Butterfield y 

Kanski, 2001; Frank-Cannon et al., 2009; Frost y Diamond, 2009; Mattson, 2000). 

Estos mecanismos se relacionan entre si originando un círculo vicioso que conlleva a 

la disfunción y muerte celular, aunque no se entiende completamente las vías 

moleculares exactas y su papel en la patogenia (Jellinger, 2009). 

Las diversas clases de enfermedades neurodegenerativas comparten la 

característica de presentar agregados y depósitos (intra o extracelulares) de proteínas 

anormales y/o mal plegadas, que representan los marcadores de las diferentes 

patologías, denominadas en conjunto proteinopatías (Jellinger, 2009) (tabla 3). 

 

Tabla 3. Características generales de las enfermedades neurodegenerativas más 

comunes. 

Enfermedad Depósito proteico 
Proteína 

tóxica 

Células 

afectadas 
Regiones afectadas 

Alzheimer 

Placas extracelulares 

 

Ovillos intracelulares 

β-amiloide 

 

Tau 

 

 

Neuronas 

Corteza entorrinal, 

hipocampo, amígdala y 

progresión a neocorteza 

Parálisis supranuclear 

progresiva 
Ovillos intracelulares Tau 

Neuronas, 

astrocitos, 

oligodendrocitos 

Núcleos subtalámicos, 

corteza frontal 

Pick Cuerpos de Pick Tau Neuronas Hipocampo, corteza frontal 

Degeneración cortico 

basal 
Ovillos intracelulares Tau Neuronas, glia 

Corteza cerebral, tronco 

cerebral 

Granos argirófilos Granos argirófilos Tau Neuronas, glia 

Corteza entorrinal, 

hipocampo, amígdala, 

corteza temporal 

Demencia frontotemporal 

asociada al cromosoma 17 

debido a mutaciones en 

Tau 

Ovillos intracelulares Tau Neuronas, glia Corteza frontal y temporal 

Demencia frontotemporal 

Tau-, UB+ 

Intracelulares de 

ubiquitina 
Ubiquitina Neuronas Corteza frontal y temporal 

Esclerosis lateral 

amiotrófica 
Cuerpos de Bunina 

Ubiquitina 

Cistatina C 
Neuronas 

Médula espinal y corteza 

motora 

Parkinson Cuerpos de Lewy α-sinucleina Neuronas 

Sustancia nigra, locus 

cerúleo, núcleo del Rafe, 

corteza frontal 

Demencia con cuerpos de 

Lewy 
Cuerpos de Lewy α-sinucleina Neuronas Tronco y corteza cerebral 

Atrofia multisistémica Cuerpos de Lewy α-sinucleina 
Neuronas, 

oligodendrocitos 
Cerebelo y estriado 

Huntington 
Inclusiones nucleares y 

citoplasmáticas 
Hungtintina  Neuronas 

Corteza frontal, estriado y 

locus cerúleo 
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Estas enfermedades pueden clasificarse en función de su clínica o de su 

neuropatología molecular. La clasificación basada en las características clínico-

patológicas ha presentado dificultades para el diagnóstico, ya que en estas 

enfermedades se presentan con elevada heterogeneidad y se solapan, permitiendo la 

coexistencia de características clínicas patológicas de más de un desorden en un 

mismo individuo. En consecuencia, la clasificación basada en la neuropatología 

molecular ha permitido los mayores avances en el campo de la neuropatología. La 

misma se basa en la clasificación en función de la proteína anormal que se acumula 

(ej. taupatía), siendo este un claro marcador bioquímico e histomorfológico, 

unificador de estas enfermedades (Woulfe, 2008). 

Las células neuronales son particularmente susceptibles a los efectos tóxicos de 

proteínas mutadas o mal plegadas (Taylor et al., 2002). Condiciones metabólicas 

extremas, como un elevado uso del oxígeno o un incremento en la producción de 

neurotransmisores, las hace especialmente vulnerables a las alteraciones relacionadas 

con la agregación (Dohm et al., 2008).  

En general, la agregación se considera un proceso de múltiples etapas que 

comienza cuando una proteína con conformación anormal se asocia con otra o más 

proteínas anormales, o parte de ellas, formando dímeros e intermediarios 

oligoméricos (Dohm et al., 2008; Ross y Poirier, 2004). Estos pueden crecer a 

estructuras metaestables en lámina-β con morfología fibrilar denominada 

protofibrillas, que a su vez pueden madurar a protofilamentos y fibras dando como 

resultado agregados y cuerpos de inclusión, con tendencia a ser altamente resistentes 

a la proteólisis (Dohm et al., 2008; Ross y Poirier, 2004). 

Existe un gran debate sobre el papel de la agregación, por un lado, se ha 

relacionado con la toxicidad y por otro se ha sugerido que tiene un papel 

neuroprotector (Ross y Poirier, 2005; Taylor et al., 2002). Actualmente se propone 

que las especies iniciales en el proceso de agregación pueden ser más tóxicas que los 

cuerpos de inclusión y agregados (Ross y Poirier, 2005). En esta línea, la 

neurodegeneración es causada principalmente por la presencia de intermediarios 

tóxicos oligoméricos, mientras que los agregados insolubles parecen ser el resultado 

de procesos de detoxificación celular en los que tras el fallo del sistema proteosomal, 

las proteínas anormales son secuestradas en inclusiones inertes tipo agregosoma 

(Dohm et al., 2008). 

Las características descritas para el envejecimiento cerebral se encuentran 

presentes en las enfermedades neurodegenerativas de manera extremadamente 

acusada. De la interacción entre estos procesos y las características que definen a las 

neuronas con vulnerabilidad selectiva, presentes en las regiones afectadas, surgen los 

procesos neurodegenerativos particulares (Yankner et al., 2008) (figura 14). 
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Figura 14. Neurodegeneración y envejecimiento cerebral acelerado (adaptado de 

Yankner et al., 2008). Los factores genéticos y/o ambientales que aceleren los 

mecanismos subyacentes al envejecimiento cerebral pueden afectar a los sistemas 

biológicos que regulan la agregación de proteínas y la supervivencia neuronal. La 

agregación proteica patológica y la vulnerabilidad neuronal dependiente de la edad 

pueden actuar conjuntamente para inducir la neurodegeneración. 

La EA esporádica representa el trastorno neurodegenerativo asociado a la edad 

por antonomasia. Su incidencia anual es de 4.6 millones de casos, afectando a cerca 

de 35.6 millones de personas en el mundo y siendo la patología neurodegenerativa 

asociada a la edad más común (Ferrer, 2012; Prince et al., 2013). Se caracteriza por 

la pérdida de células, neuritas y sinapsis, con un aislamiento gradual de las células 

restantes y problemas en la neurotransmisión (Aso y Ferrer, 2013; Huang y 

Mucke, 2012); y se manifiesta clínicamente como una pérdida progresiva de las 

funciones mentales superiores, destacando la memoria, que conlleva a demencia 

(Kumar y Singh, 2015). 

Neuropatológicamente se define por la presencia de PS extracelulares de péptido 

A resultante de la escisión de la proteína precursora -amiloide, y de NFT 

intracelulares de proteína tau hiperfosforilada y truncada (Ferrer, 2012; Kumar y 

Singh, 2015). Una parte sustancial de A no es fibrilar, sino soluble, y forma 

oligómeros con diferentes complejidades estructurales que resultan tóxicos a las 

células del SNC (Ciechanover y Kwon, 2015; Droste et al., 2015). La acumulación 

anormal de agregados proteicos conduce a la neurodegeneración (Aso y 

Ferrer, 2013). Procesos asociados con el envejecimiento, principalmente 

metabólicos, aunque no únicamente, tienen una gran influencia (Ferrer, 2012). Los 

mismos incluyen defectos mitocondriales y producción deficiente de energía, 

producción de ROS/RNS y el consecuente daño oxidativo, daño por estrés de retículo 

y alteración en la composición de las membranas, la respuesta inflamatoria y de las 

vías de degradación como la autofagia y el sistema ubiquitina-proteasoma 

(Fernández-Moriano et al., 2015; Simoncini et al., 2015). 
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La clasificación basada en la neuropatología molecular de esta enfermedad 

incluye el sistema de Braak y Braak (Braak y Braak, 1991). El mismo se basa en la 

progresión de la degeneración relacionada con los NFT, con estadios progresivos del 

I al VI (figura 15). La presencia de NFT comienza en la mediana edad en núcleos 

concretos del tronco encefálico y la corteza entorrinal y progresa a otras partes del 

cerebro, relacionándose con la pérdida neuronal y los síntomas clínicos (Braak y 

Braak, 1991). La progresión de los estadios del I al IV puede durar décadas y 

normalmente es silente, es decir, sin síntomas clínicos, que aparecen en los estadios 

V y VI, de progresión mucho más rápida, cuando el proceso neurodegenerativo está 

ya muy avanzado. La deposición A progresa de forma diferente temporal y 

espacialmente; su aparición en forma de placas es más tardía y ocurre primero y más 

severamente en regiones tales como los lóbulos frontales y el precuneus, progresando 

gradualmente hacia áreas de la base del cerebro. 

 

Figura 15. Estadios de Braak y Braak según la progresión de los ovillos neurofibrilares en 

las áreas cerebrales afectadas por la enfermedad de Alzheimer.  

A destacar, alrededor del 80 % de las personas mayores de 65 años tiene lesiones 

de, al menos, entre los estadios I y III de Braak y Braak, pero, únicamente el 5 % 

sufre deterioro cognitivo leve y demencia. En el caso de la población mayor de 85 

años, un 25 % padece de deterioro cognitivo y demencia tipo Alzheimer (Aso y 

Ferrer, 2013). 

4.4 Vulnerabilidad al estrés y daño oxidativo en el cerebro 

El cerebro tiene una serie de características que lo diferencian del resto de órganos 

y que contribuyen a que los daños por estrés oxidativo puedan ser de mayor 

significación en el mismo. 

La gran complejidad estructural y funcional del cerebro humano se sustenta en la 

gran especialización de los grupos neuronales que lo componen y su elevada 

demanda energética. La mayoría de las neuronas son células postmitóticas que no se 

dividen por lo que la acumulación de daños oxidativos irreversibles puede ser un 

proceso particularmente agudo (Perluigi et al., 2014). El cerebro representa solo el 

2 % del peso corporal, no obstante, es uno de los órganos con mayor tasa metabólica 
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del organismo, consumiendo el 20 % del oxígeno total corporal en reposo 

(Magistretti, 2000; Rink et al., 2011). Por otra parte, presenta características como 

una concentración relativamente baja, respecto a otros órganos, de defensas 

antioxidantes, elevados niveles de metales de transición que participan en procesos 

redox y una alta concentración de PUFA en las membranas celulares 

(Perluigi et al., 2014; Turrens, 2003). 

En particular el proceso de PL puede encontrarse especialmente acentuado en el 

cerebro humano. Después del tejido adiposo, el cerebro es el segundo órgano que 

contiene más ácidos grasos (Bourre, 2006). Los lípidos constituyen el 10-12 % del 

peso húmedo y aproximadamente el 50 % del peso seco del cerebro adulto, con 

alrededor de un 35 % de PUFA de cadena larga (Bourre, 2006; Naudí et al., 2015). 

Los PUFA son componentes sustanciales de las membranas celulares en el cerebro y 

extremadamente susceptibles a la PL debido a sus elevados DBI, resultando en 

membranas con elevado PI (O’Brien y Sampson, 1965; Pamplona y Barja, 2006). En 

este sentido, se han descrito diferencias entre regiones cerebrales basadas en sus 

diferentes PI, que establecen una vulnerabilidad neuronal selectiva interregional 

(Naudí et al., 2015). 

En el cerebro, el DHA (C22:6, ω-3) y el AA (C20:4, ω-6) son PUFA 

altamente representados con distribuciones celulares y regionales particulares 

(Naudí et al., 2015). El DHA se encuentra muy concentrado en las membranas 

neuronales, representando alrededor de un tercio de los aminofosfolípidos de la 

materia gris; por su parte el AA presenta una distribución más homogénea entre tipos 

celulares (O’Brien y Sampson, 1965). La PL no enzimática de estos PUFA produce 

subproductos tóxicos tales como NKT en el caso del DHA (Bernoud-

Hubac et al., 2001) o MDA y HNE en el caso del AA (Romero et al., 1998). Más 

allá, la oxigenación enzimática de PUFA a través de ciclooxigenasas, lipoxigenasas y 

monoxigenasas del CYP450 da lugar una serie de metabolitos (pueden generar 

colateralmente ALE) que incluyen eicosanoides, docosanoides y octadecanoides, 

implicados en diferentes vías bioquímicas y de señalización, siendo la inflamación de 

particular importancia, ligando el metabolismo lipídico y la inflamación. 

4.5. Estrés y daño oxidativo en el envejecimiento y la patología en el 
cerebro  

El daño por estrés oxidativo contribuye deletéreamente al proceso de 

envejecimiento cerebral, y ha sido reiteradamente ligado a las enfermedades 

neurodegenerativas. Factores que incrementan el riesgo de estrés y daño oxidativo se 

agudizan en el cerebro con la edad, como por ejemplo la concentración de metales de 

transición y la producción de NO durante procesos inflamatorios. 

Se han descrito incrementos progresivos con la edad en el daño oxidativo de 

ácidos nucleicos, lípidos y proteínas en el cerebro (Perluigi et al., 2014). Alteraciones 

moleculares cualitativamente similares a las que ocurren en el SNC durante el 

envejecimiento normal, se amplifican en las poblaciones neuronales vulnerables a 
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procesos relacionados con la enfermedad (ej. EA y EP), resultando en disfunción y 

muerte neuronal (Mattson y Magnus, 2006). En este sentido, muchos de los estudios 

relacionados con el estrés y daño oxidativo en el cerebro se han realizado enfocados 

a algún trastorno neurodegenerativo, especialmente EA, y en regiones seleccionadas 

en base a ello como la corteza frontal y la entorrinal. 

El envejecimiento se ha asociado con un aumento del daño oxidativo al ADN en 

las neuronas, el cual puede resultar de mecanismos disfuncionales de reparación. Se 

ha observado un aumento progresivo de los niveles de 8-oxodG tanto en el ADN 

nuclear como el mitocondrial, sin embargo, el aumento se estimó como diez veces 

mayor en el ADNmt (Mecocci et al., 1997). Los niveles de este marcador también se 

encuentran elevados en cerebros de pacientes con EA (Chang et al., 2014a; Zhao y 

Zhao, 2013). Más allá, se ha descrito que el daño oxidativo al ADN se acumula en 

los promotores de un subconjunto de genes regulados por la edad, lo que sugiere un 

papel dinámico del daño al ADN en la regulación transcripcional en el cerebro 

envejecido (Lu et al., 2004). Además, existe un aumento con la edad en el daño 

oxidativo al ARN en neuronas, más prominente en neuronas vulnerables a trastornos 

neurodegenerativos asociados a la edad (Nunomura et al., 2012). 

El papel de la PL en el envejecimiento cerebral está firmemente establecido 

(ej. acumulación de lipofuscina); así como, en la patogénesis de enfermedades 

neurodegenerativas (ej. EA), donde se observan altos niveles de productos 

peroxidados en regiones susceptibles a la enfermedad (Butterfield et al., 2010; 

Ferrante et al., 1997; Moreira et al., 2008). A modo de ejemplo, los niveles de MDA 

aumentan con la edad (Head et al., 2002); se ha descrito como incrementado en la 

corteza temporal durante el envejecimiento normal humano (Dei et al., 2002) y en la 

EA con respecto a sujetos sanos (Palmer y Burns, 1994), no obstante, otros estudios 

no han encontrado diferencias (Hayn et al., 1996). Se ha observado que el MDA se 

deposita de manera similar en el citoplasma de astrocitos y neuronas del hipocampo 

(región CA4); sin embargo, en la región CA1 no se observaron depósitos del mismo, 

sugiriendo que existen regiones cerebrales con diferente susceptibilidad al mismo y 

que ambos tipos celulares regulan su expresión de manera similar (Dei et al., 2002). 

Por otra parte, los productos peroxidados afectan la homeostasis celular mediante 

diferentes mecanismos (Esterbauer et al., 1991); por ejemplo, el HNE puede unirse al 

péptido βA, incrementando su agregación y toxicidad (Siegel et al., 2007). 

En el cerebro, diferentes modificaciones oxidativas de proteínas se han 

relacionado con la edad, incluyendo la carbonilación, la nitración y la lipoxidación 

(Floyd y Hensley, 2002). Tales modificaciones aumentan dramáticamente en las 

neuronas vulnerables a enfermedades neurodegenerativas, en parte a consecuencia de 

problemas en la eliminación de proteínas dañadas (Martínez et al., 2010; Mattson y 

Magnus, 2006).  

Estudios de proteómica redox en modelos de envejecimiento murino como el 

SAMP8 (SAM del inglés senescence accelerated mice) han detectado un incremento 

significativo de la carbonilación de proteínas en el cerebro con la edad, mayormente 
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implicadas en el metabolismo energético (ej. LDH2, ENO1 y CKB) 

(Poon et al., 2004). A destacar, el SAMP8 manifiesta envejecimiento prematuro, con 

pérdida de memoria a edades avanzadas, elevado estrés oxidativo y deposición de 

péptido βA (Flood y Morley, 1993; Takeda et al., 1981); tratamientos con 

anticuerpos contra el péptido βA y antioxidantes mejoran su capacidad de 

aprendizaje y memoria (Farr et al., 2003). Estudios similares en cerebro de roedores 

envejecidos han observado una elevada oxidación de proteínas con funciones 

en la defensa antioxidante, el citoesqueleto y el metabolismo energético 

(Perluigi et al., 2010; Poon et al., 2006). También, la comparación de ratas sometidas 

a RC con controles ha encontrado menores niveles de modificación proteica por 

HNE y carbonilación en las primeras (Poon et al., 2006). 

Estudios proteómicos realizados en cerebro post mortem de sujetos con EA han 

descrito una disfunción oxidativa, que se relaciona con los diferentes estadios de la 

enfermedad, para proteínas del metabolismo energético, respuesta antioxidante, 

degradación proteica, excitotoxicidad y estructura neuronal; por lo que la pérdida de 

funcionalidad de las mismas por daño oxidativo es relevante en la progresión de la 

enfermedad (Perluigi et al., 2014). También, se ha observado un incremento de 

proteínas modificadas por HNE y MDA en sujetos con deterioro cognitivo leve y EA 

respecto a sanos; por lo que la PL y la producción de AGE/ALE es un evento 

temprano en la patofisiología de la EA (Butterfield et al., 2006; Keller et al., 2005; 

Tramutola et al., 2016). 

Además, se han encontrado defectos en los sistemas de defensa antioxidantes. El 

sistema antioxidante más abundante en el cerebro es el del glutatión; una elevada 

razón GSH:GSSG es indicativa de que este sistema funciona adecuadamente 

(Giordano et al., 2011). Se ha observado una pequeña razón GSH:GSSG en el 

cerebro de ratones envejecidos (Perluigi et al., 2010). De interés, experimentos 

in vitro e in vivo sugieren que el incremento de la producción de GSH o de la 

actividad de la GR son terapias potenciales contra las enfermedades 

neurodegenerativas (Joshi et al., 2007). En la EA, también se ha descrito la 

disminución de la razón GSH:GSSG (Romero et al., 1998), así como de los niveles 

de TRX1 (Akterin et al., 2006); y se han observado alteraciones en la actividad o 

expresión de enzimas antioxidantes como la SOD y la catalasa, tanto en el SNC 

como en los tejidos periféricos (Chang et al., 2014a). 
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En sentido general el presente trabajo se plantea obtener una comprensión más 

completa del proceso de envejecimiento cerebral considerando los perfiles regionales 

específicos en eventos de daño oxidativo a proteínas por lipoxidación y 

glicoxidación, respuesta antioxidante, metabolismo energético y vías de respuesta 

celular con señalización redox. Para ello se exploraron las variaciones con la edad de 

diferentes moléculas involucradas en estos procesos en 12 regiones cerebrales de 

interés: corteza frontal, corteza parietal, giro cingulado, corteza temporal, corteza 

entorrinal, hipocampo, tálamo, caudado, putamen, corteza visual, sustancia nigra y 

vermis. 

Objetivos específicos: 

1. Identificar y caracterizar proteínas particulares diferencialmente modificadas por 

NKT respecto a la edad considerando los perfiles regionales específicos. 

2. Explorar las variaciones en los niveles globales de lipoxidación proteica 

mediada por NKT y MDA respecto a la edad considerando los perfiles 

regionales específicos. 

3. Explorar las variaciones en los niveles proteicos de enzimas involucradas en el 

metabolismo lipídico y la respuesta inflamatoria (COX-2 y CYP2J2) respecto a 

la edad considerando los perfiles regionales específicos, y su posible relación 

con productos de peroxidación lipídica (NKT y MDA). 

4. Explorar las variaciones en los niveles globales de glicoxidación proteica por 

CEL y CML respecto a la edad considerando los perfiles regionales específicos. 

5. Explorar las variaciones en los niveles proteicos de mediadores de la respuesta 

antioxidante (SOD1, SOD2, CAT, GPX4, TRX1 y Nrf2) con la edad 

considerando los perfiles regionales específicos. 

6. Explorar las variaciones en los niveles de componentes de la CTE mitocondrial 

(CI-NDUFS3, CII-SDHA, CIII-UQCRC2, CIV-COX4 y CV-ATP5A1) y de 

mitocondrias (VDAC) con la edad considerando los perfiles regionales 

específicos. 

7. Explorar las variaciones en los niveles proteicos de componentes de la vía de 

respuesta celular NF-B (p65, p50 y IBα) con la edad considerando los perfiles 

regionales específicos. 

8. Explorar la información global aportada por el conjunto de datos obtenido 

considerando las variaciones regionales en procesos moleculares y funcionales 

con el envejecimiento en el cerebro. 
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1. Muestras 

Se empleó, para su estudio, tejido cerebral humano obtenido del Banco de 

Cerebros del Instituto de Neuropatología (HUB-ICO-IDIBELL Biobanco). La 

obtención de muestras se desarrolló en acuerdo con las normas establecidas por la 

legislación española y con la aprobación del comité de ética local. 

En cada caso, durante la autopsia, el cerebro fue extraído rápidamente del cráneo 

y dividido en sus dos hemisferios. El hemisferio izquierdo se fijó por inmersión en 

formalina tamponada al 4 % durante tres semanas para posteriores estudios 

neuropatológicos. Se cortó inmediatamente el derecho en secciones coronales de 

0.5 cm de espesor y se diseccionaron áreas seleccionadas del encéfalo que se 

congelaron en placas metálicas sobre hielo seco, se colocaron en bolsas de plástico 

individuales herméticas, se numeraron y se almacenaron a - 80 °C hasta su uso. Se 

siguieron los procedimientos para preservar el material post mortem en condiciones 

óptimas para estudios morfológicos y bioquímicos (Ferrer et al., 2008). 

Para la caracterización de estas muestras se realizó un examen neuropatológico en 

secciones de parafina de 4 μm de espesor, procedentes de regiones seleccionadas que 

se tiñeron con hematoxilina y eosina, Klüver-Barrera y se procesaron para 

inmunohistoquímica de proteína TAU fosforilada, β-amiloide, α-sinucleína, TDP-43, 

ubiquitina, GFAP, IBA-1 y CD68. El estudio neuropatológico demostró la existencia 

de enfermedad isquémica de pequeños vasos, status cribosus, y formas 

neurofibrilares correspondientes al estadio I de la clasificación de Braak y Braak 

(Braak y Braak, 1991) en los sujetos de mayor edad. En ningún caso existió 

deposición de placas β-amiloides. Tras el examen neuropatológico, se incluyeron en 

el estudio solo casos sin enfermedades neurodegenerativas y vasculares, excepto 

aquellos con estadios I-II de Braak y Braak de patología neurofibrilar. Se excluyeron 

casos con procesos neurodegenerativos asociados (α-sinucleinopatía, patología de 

grano argirófila, proteinopatía TDP-43). Sólo casos con cambios menores 

consistentes con la enfermedad de los vasos sanguíneos pequeños fueron aceptables 

en el presente estudio. 

Además, las muestras provinieron de individuos sin síntomas neurológicos y sin 

enfermedades focales y sistémicas infecciosas, inflamatorias o autoinmunes. No se 

incluyeron casos con síndrome metabólico, enfermedades malignas diseminadas y 

abuso de drogas, especialmente el consumo excesivo de etanol. También se tuvo 

especial cuidado en no incluir casos con estado agonal prolongado (pacientes 

sometidos a cuidados intensivos o con hipoxia). 

De esta manera se incluyeron en el estudio 18 sujetos sanos. La edad de los 

mismos osciló en el rango de 40 a 79 años (media 58.9 ± 13.5 años) y 5 de ellos 

fueron mujeres (27.8 %). El tiempo medio post mortem fue de 6:15 ± 2:48 h (mínimo 

2 h, máximo 14:40 h), dentro del cual los marcadores de daño oxidativo y nitrosativo 

se mantienen estables (Ferrer et al., 2007). A fin de realizar comparaciones 

estadísticas la muestra se dividió en dos grupos: mediana edad (ME) y avanzada edad 
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(AE). La edad media en el grupo de sujetos de ME (n = 9, 6 hombres y 3 mujeres) 

fue de 47.1 ± 5.7 años y no presentaron lesiones clínicas o neuropatológicas, 

incluidas las primeras etapas de patología neurofibrilar. El grupo de individuos de 

AE (n = 9, 7 hombres y 2 mujeres) presentó una edad media de 70.6 ± 6.3 años, con 

ausencia de síntomas clínicos y presencia de estadios I-II de patología neurofibrilar. 

Un resumen de las características de la muestra empleada se presenta en la tabla 4. 

Tabla 4. Características de los casos en estudio. 

Caso Edad Género Grupo 
Intervalo post 

mortem 
Neuropatología 

Causa de la 

muerte 

1 40 Femenino ME 8:45 h --- CA 

2 40 Masculino ME 5:10 h --- NEU 

3 44 Masculino ME 6:40 h --- TP-EMB 

4 45 Masculino ME 4:05 h CRIB IC 

5 46 Femenino ME 7:15 h CRIB MIOC 

6 48 Femenino ME 4:05 h --- CA 

7 52 Masculino ME 9:30 h --- NEU 

8 52 Masculino ME 4:40 h --- IC 

9 57 Masculino ME 5:20 h --- NEU 

10 61 Masculino AE 4:30 h I-II CA 

11 65 Masculino AE 3:15 h I-II CA 

12 66 Masculino AE 6:25 h I-II TP-EMB 

13 67 Masculino AE 14:40 h I-II CA 

14 70 Masculino AE 2 h I-II CA 

15 75 Femenino AE 6:10 h I-II, CRIB IC 

16 76 Masculino AE 6:30 h I-II NEU 

17 77 Masculino AE 7 h I-II, CRIB IC 

18 79 Femenino AE 6:25 h I-II + CRIB IIN 

ME: mediana edad; AE: avanzada edad; CRIB: status cribosus; I-II: estadios I-II de patología 

neurofibrilar de Braak y Braak;  CA: carcinoma; NEU: neumonía; TP-EMB: trombosis pulmonar-

embolismo; IC: infarto cardíaco; MIOC: miocardiopatía; IIN: infarto intestinal. 

Se exploraron doce regiones cerebrales mediante estudios bioquímicos en estos 

sujetos: corteza frontal (área 8 de Brodmann), corteza parietal (área 7 de Brodmann), 

corteza temporal inferior (área 20 de Brodmann), corteza occipital (áreas 17/18 de 

Brodmann), giro cingulado (áreas 23/24 de Brodmann), corteza entorrinal, 

hipocampo, cabeza del núcleo caudado, putamen anterior, tálamo, sustancia nigra y 

vermis superior. No fue posible disponer del tejido cerebral de casos puntuales en 

tres de las regiones en estudio: corteza temporal (caso 11 ausente, n = 17), corteza 

entorrinal (casos 6, 8 y 13 ausentes, n = 15) y sustancia nigra (casos 3, 10, 13 y 14 

ausentes, n = 14). 
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2. Extracción de proteínas 

A partir de cada muestra congelada se cortó 0.1 g de tejido que se homogenizó 

mecánicamente en 1 ml de tampón de lisis (urea 7 M, tiourea 2 M, Tris-HCl pH 7.5, 

40 mM y CHAPS 4 %) que contenía un coctel de inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (Roche Molecular Systems), empleando un Polytron® PT 1600E 

(Kinematica). El homogenado se centrifugó a 16 000 g durante 5 min a 4 °C y se 

descartó el pellet. Se separaron 200 µl de sobrenadante y el resto se almacenó a         

- 80 °C para posteriores estudios. Estos 200 µl se sometieron a un proceso de 

precipitación proteica a temperatura ambiente empleando el método del 

metanol/cloroformo (Wessel y Flügge, 1984) a fin de eliminar restos celulares y de 

ácidos nucleicos. Brevemente, se mezcló la muestra (1 volumen) con 4 volúmenes de 

metanol, 1 volumen de cloroformo y 3 volúmenes de agua, y se centrifugó a 14 000 g 

durante 1 min a temperatura ambiente descartando la fase acuosa superior. 

A continuación, se mezcló con el mismo volumen de metanol y se centrifugó a 

14 000 g durante 3 min descartando, nuevamente, la fase acuosa. El pellet resultante 

se dejó secar y se resuspendió en 300 µl de tampón de lisis suplementado con un 

coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche Molecular Systems), y se dejó 

disolver a 4 °C en rotación. 

La concentración de proteínas en cada extracto se determinó mediante el método 

colorimétrico de Bradford (Merck Millipore) utilizando una curva de 

concentraciones seriadas de albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich) como 

estándar. Las muestras se almacenaron a - 20 °C para su posterior uso. 

3. Detección de proteínas específicas modificadas por NKT 

mediante proteómica redox basada en geles 

3.1. Electroforesis bidimensional  

La electroforesis bidimensional involucra dos etapas experimentales 

(dimensiones): el isoelectroenfoque (IEF) a fin de separar las proteínas de acuerdo a 

su punto isoeléctrico y, la separación de la muestra resultante del IEF en función de 

la movilidad relativa dependiente del peso molecular en geles con SDS (SDS-PAGE, 

del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Este proceso 

se realiza por duplicado y en paralelo para cada muestra a fin de obtener un gel que 

será empleado en análisis por Western-blot, y un gel que será teñido con nitrato de 

plata del que puedan escindirse puntos proteicos de interés susceptibles de ser 

identificados mediante espectrometría de masas. 

Para la primera dimensión, se preparó de cada muestra 200 µg de proteína total en 

tampón de lisis a los que se añadió tributilfosfina 5 mM (Sigma-Aldrich) y, pasados 

30 min, anfolitos ByoLite 3/10 (Bio-Rad) al 0.8 % y azul de bromofenol al 

0.0004 %, en un volumen final de 130 µl. Se aplicaron las muestras en los carriles de 

la cámara de IEF y sobre ellas se colocaron las tiras de IEF que se cubrieron con 1 ml 
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de aceite mineral (Bio-Rad). Se emplearon tiras de 7 cm con un gradiente de pH 3-10 

no linear (ReadyStrip™ IPG 3/10 NL, Bio-Rad) y una cámara de IEF Protean® IEF 

Cell System (Bio-Rad). Las tiras se sometieron a un proceso de rehidratación activa a 

50 V durante 12 h y posteriormente se realizó el IEF. Se emplearon pasos 

secuenciales de 200 V durante 1 h, 500 V linealmente durante 1 h, del mismo modo a 

1000 V durante 1 h, 8000 V durante 1 h y, seguidamente, a 8000 V no linealmente 

durante 10 h. El proceso de IEF se llevó a cabo a 20 °C, con una corriente límite de 

50 μA/tira y hasta alcanzar los 28 kV/h. Una vez terminado el proceso de IEF las 

tiras se guardaron en cámaras de rehidratación/equilibración para tiras de 7 cm (Bio-

Rad) a - 20 °C hasta ser usadas en la segunda dimensión.  

Para la segunda dimensión, las tiras se descongelaron y se 

rehidrataron/equilibraron durante 15 min en un tampón que contenía urea 6 M, SDS 

2 %, Tris-HCl pH 8.8 20 mM, glicerol 20 % y tributilfosfina 5 mM. Seguidamente, 

las tiras se alquilaron durante otros 15 min empleando un tampón con la composición 

previamente descrita, a excepción de la tributilfosfina que se reemplazó por 

yodoacetamida (Bio-Rad) al 2.5 %. 

Paralelamente a este procedimiento, se prepararon geles separadores de 

poliacrilamida de 1.5 mm de grosor en las placas de vidrio para minigel 

correspondientes al sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). Se empleó una 

mezcla de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad) al 10 %, Tris-HCl 

pH 8.8 0.38 M, SDS 0.1 %, con persulfato de amonio al 0.1 % y TEMED 0.01 %. 

Tras verterla en el molde correspondiente, se eliminó el gas añadiendo 1 ml de 

isopropanol en la superficie, se dejó polimerizar a temperatura ambiente, se eliminó 

el isopropanol lavando con agua destilada y, posteriormente, se retiraron los restos de 

agua. 

A continuación, las tiras se colocaron en la parte superior de los geles de 

poliacrilamida junto a un marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™, Bio-

Rad) y se cubrieron con una mezcla stacking (agarosa 0.5 % y azul de bromofenol 

0.0002 % en tampón de electrodos tris-glicina (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, 

SDS 0.1 %, pH 8.3). Se procedió a la separación electroforética a 110 V a 4 °C en 

tampón de electrodos tris-glicina empleando la cámara Mini-PROTEAN® Tetra Cell 

(Bio-Rad). Se corrieron paralelamente dos geles por cada muestra. Uno de ellos se 

tiñó con nitrato de plata (PlusOne™ Silver Staining Kit, GE Healthcare) compatible 

con espectrometría de masas siguiendo las instrucciones del fabricante, mientras que 

el otro se empleó en análisis de Western-blot. 

3.2. Western-blot anti-NKT 

Los geles bidimensionales obtenidos se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa de 0.2 μm (Bio-Rad). Se empleó el sistema de transferencia semi-seca 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) y un tampón que contenía        

Tris-base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0.038 % y metanol al 20 %. La calidad de 

este procedimiento se comprobó mediante tinción reversible con solución Ponceau S 
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(PanReac AppliChem). Tras desteñir con tampón TBS-T (Tris-HCl 100 mM, NaCl 

140 mM y Tween 20 0.1 %, pH 7.4), las membranas se bloquearon con leche 

desnatada al 5 % en TBS-T por 1 h a temperatura ambiente en agitación. Las 

membranas bloqueadas se incubaron durante toda la noche en agitación a 4 °C con el 

anticuerpo primario anti-NKT Ab5611 (Chemicon International) diluido 1:2000 en 

albúmina de suero bovino al 3 % y azida de sodio al 0.02 % en TBS-T. 

A continuación, se lavó con TBS-T durante 30 min, se incubaron con el 

correspondiente anticuerpo secundario (P0449, Dako) conjugado con peroxidasa de 

rábano diluido 1:1000 en leche desnatada al 5 % en TBS-T durante 1 h a temperatura 

ambiente y, se lavó nuevamente por 30 min con TBS-T. Se identificaron los puntos 

proteicos aducidos por NKT mediante quimioluminiscencia (Amersham ECL 

Western blotting detection reagents, GE Healthcare) detectada sobre película 

radiográfica (Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare). 

3.3. Identificación de proteínas aducidas por NKT mediante MS 

Los puntos proteicos NKT positivos en Western-blot de los geles bidimensionales 

se compararon cualitativamente entre grupos de edad, y seleccionados teniendo en 

cuenta la presencia o el incremento de intensidad en los sujetos de AE con respecto a 

los de ME. Estos puntos detectados por Western-blot se machearon con sus 

equivalentes en los geles gemelos teñidos con nitrato de plata. De estos últimos, se 

escindieron manualmente los puntos de interés NKT positivos. 

Los puntos NKT positivos de los geles SDS se limpiaron con bicarbonato de 

amonio 25 mM y acetonitrilo, e inmediatamente después las muestras fueron 

reducidas (DTT 10 mM, 30 min a 56 °C) y alquiladas (yodoacetamida 55 mM, 

30 min a 21 °C en oscuridad). A continuación, se digirieron enzimáticamente con 

80 ng de tripsina con grado de calidad de secuenciación (Promega) durante toda la 

noche a 37 °C (Investigator™ Progest Kit, GenomicSolutions). La mezcla peptídica 

resultante fue extraída del gel con ácido fórmico al 10 % y acetonitrilo, y 

deshidratada. 

La mezcla peptídica deshidratada se analizó en un cromatógrafo líquido 

nanoAcquity (Waters) acoplado a un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Velos 

(ThermoScientific). Los péptidos tripsinizados fueron disueltos en ácido fórmico al 

1 % y cada alícuota inyectada en una columna de captura Symmetry C18 

nanoAcquity (5 μm 180 μm x 20 mm; Waters) y se separaron empleando una 

columna capilar de fase inversa C18 nanoAcquity (75 μm Øi, 10 cm, 1.7 μm BEH; 

Waters). El gradiente usado para la elusión peptídica fue 0 a 40 % B por 20 min, 

seguido de 40 a 60 % A por 5 min, con un flujo de 250 nL/min. Las fases móviles A 

y B estaban compuestas de acetonitrilo al 0 y 100 %, respectivamente, y ácido 

fórmico al 0.1 %. 

Los péptidos eluídos se sometieron a ionización por electrospray usando una 

aguja emisora PicoTip™ (New Objective) a 2000 V. Las masas peptídicas (m/z 350-

1700) se analizaron en modo dependiente de datos de un escaneo MS completo en el 
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Orbitrap con una resolución de 60 000 FWHM a 400 m/z. Hasta un máximo de los 

10 péptidos más abundantes (intensidad mínima de 500 conteos) se seleccionaron de 

cada escaneo MS, y se fragmentaron por disociación en una trampa iónica linear 

usando He como gas de colisión, con una energía normalizada del 38 %. Los datos 

crudos generados se colectaron mediante el programa Thermo Xcalibur v.2.2 

(ThermoScientific). 

Los datos primarios se identificaron mediante la herramienta de búsqueda Mascot, 

empleando el programa Thermo Proteome Discover v.1.3.0.339 (Thermo Scientific) 

en la base de datos Swiss-Prot, usando el FDR (del inglés false discovery rate) como 

criterio de significación estadística para estimar el número de emparejamientos 

incorrectos. Los parámetros de búsqueda fueron: enzima tripsina, dos cortes 

proteolíticos ausentes, como modificación proteica fija el grupo metil-carbamida en 

el aminoácido cisteína, como modificación proteica variable la oxidación del 

aminoácido metionina, tolerancia peptídica de 10 ppm y 0.6 Da para los espectros de 

MS y MS/MS, respectivamente. 

Para incrementar la sensibilidad de la búsqueda en la base de datos, fue usada la 

máquina de aprendizaje semi-supervisada Percolator, la cual discrimina los espectros 

de péptidos incorrectos de los correctos. Se empleó un q-valor < 0.01 de FDR. La 

lista de proteínas resultantes fue filtrada para obtener las correspondientes a Homo 

sapiens y con al menos dos péptidos de confianza. 

3.4. Stripping 

A fin de poder detectar diferentes proteínas sobre una misma membrana 

bidimensional (reusar), se empleó el procedimiento de stripping. Consistió en dos 

incubaciones secuenciales de 20 min a 65 °C con un tampón que contenía Tris-HCl 

pH 6.8 62.5 mM, SDS 2 % y β-mercaptoetanol 100 mM, tres lavados de 10 min con 

TBS-T y bloqueo con leche desnatada al 5 % en TBS-T por 1 h a temperatura 

ambiente. Se validaron los resultados de la identificación por MS para proteínas 

seleccionadas testándolas con anticuerpos específicos mediante Western-blot, con el 

procedimiento previamente descrito, tras el stripping de las membranas. 

3.5. Caracterización proteica bioinformática  

Las proteínas detectadas como modificadas por NKT se identificaron mediante 

sus números de acceso en la base de datos UnitProt (http://www.uniprot.org/), de 

donde se obtuvo la descripción de sus localizaciones y funciones. Se empleó el 

programa PredictProtein (https://www.predictprotein.org/) para el análisis de sus 

rasgos estructurales. También, una red de interacciones proteína-proteína se 

construyó, empleando el programa STRING (http://www.string-db.org/) 

(Franceschini et al., 2013). Se realizó un análisis de ontología génica y vías 

funcionales de interés usando el programa Cytoscape con los plugins ClueGO y 

http://www.uniprot.org/
https://www.predictprotein.org/
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CluePedia, con la información de las bases de datos KEEG, REACTOME y STRING 

(Bindea et al., 2009; Bindea et al., 2013). 

4. Slot-blot  

El nivel de oligómeros solubles fue detectado mediante slot-blot con el anticuerpo 

anti-oligómeros A11 (AHB005, Invitrogen) siguiendo el protocolo de los fabricantes 

para dot-blot. Este anticuerpo detecta la conformación estructural tridimensional de 

los oligómeros, por lo que requiere condiciones no desnaturalizantes. Previamente, el 

mismo fue evaluado contra el péptido monomérico Aβ40–42 sin observarse señal, 

indicando su especificidad (datos no mostrados). Para obtener proteínas solubles a 

concentraciones no desnaturalizantes en el tampón de lisis, las muestras fueron 

diluidas 1:10 (v/v) en tampón fosfato salino (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 

10 mM, KH2PO4 2 mM pH 7.4) permitiendo que las proteínas renaturalizaran 

minimizando su agregación (De Bernardez Clark, 1998). Después, las muestras se 

centrifugaron a 16 000 g durante 5 min a temperatura ambiente, el precipitado fue 

eliminado y se determinó la concentración proteica del sobrenadante mediante el 

método de Bradford (Merck Millipore) utilizando una curva de concentraciones 

seriadas de albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich) como estándar. 

Cantidades iguales de proteínas totales fueron sometidas a slot-blot en membranas 

de nitrocelulosa de 0.2 μm de tamaño de poro (Bio-Rad) usando vacío y el equipo de 

48 ranuras SHM-48 (Scie-Plas). La tinción con Ponceau-S (AppliChem GmbH) 

permitió verificar que se cargaron cantidades iguales de proteínas totales. Las 

membranas fueron bloqueadas con leche desnatada al 10 %, e incubadas toda la 

noche con el anticuerpo A11, lavadas, incubadas con el anticuerpo secundario anti-

HRP y lavadas nuevamente, empleando los tampones y diluciones recomendadas por 

el fabricante. La detección de la señal fue realizada mediante quimioluminiscencia 

(Amersham ECL Western blotting detection reagents, GE Healthcare) detectada 

sobre película radiográfica (Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare). Tras la 

detección de oligómeros las membranas se sometieron a stripping y se testaron con el 

anticuerpo anti-NKT, con el objetivo de evaluar la posible relación cuantitativa entre 

los niveles totales de NKT y de oligómeros en la misma fracción proteica. Las 

bandas se cuantificaron mediante densitometría empleando el programa TotalLab 

(Nonlinear Dynamics) y se refirieron a la cantidad total de proteínas detectada con 

Ponceau-S como control interno de carga. 

5. Análisis de los niveles de proteínas y marcadores de 

oxidación proteica 

5.1. Electroforesis SDS-PAGE monodimensional  

Se prepararon geles de poliacrilamida a un porcentaje adecuado según el tamaño 

de las proteínas a analizar empleando las placas de cristal correspondientes a la 

cámara electroforética TV200Y (Scie-Plas) con 1.5 mm de separación y su módulo 
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para la formación de geles. En cada caso, se preparó un gel separador de 

acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad) al porcentaje de conveniencia (10, 11 o 

12 %), Tris-HCl 0.38 M pH 8.8 y SDS 0.1 % con persulfato de amonio al 0.1 % y 

TEMED (Bio-Rad) al 0.01 %. Se añadió 1 ml de isopropanol a la superficie del gel a 

fin de eliminar la formación de burbujas y se dejó polimerizar a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se eliminó el isopropanol, se lavó con agua destilada y se 

retiraron los restos de agua. Sobre el gel separador se cargó un gel concentrador con 

acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad) al 4 %, Tris-HCl 125 mM pH 6.8, 

SDS 0.1 %, persulfato de amonio al 0.1 % y TEMED (Bio-Rad) al 0.01 %. Se colocó 

el peine correspondiente y se dejó polimerizar el gel a temperatura ambiente. 

Para su separación electroforética, cada muestra se preparó a concentración 

1 µg/µl en tampón de Laemmli (Tris-HCl pH 6.8 63 mM, SDS 2 %, glicerol 10 %, 

azul de bromofenol 0.002 % y β-mercaptoetanol 0.1 %). Previamente a su aplicación 

en el gel de poliacrilamida las muestras se calentaron durante 5 min a 95 °C. Se 

cargaron cantidades iguales de proteína de cada muestra (10 µg por carril) junto a un 

marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™, Bio-Rad) en el gel de 

poliacrilamida. La separación electroforética en función del peso molecular se llevó a 

cabo a 110 V en tampón de electrodos tris-glicina, empleando la cámara 

electroforética TV200Y (Scie-Plas). 

5.2. Western-blot 

Los geles de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 

0.2 μm de tamaño de poro (Bio-Rad). Se empleó el sistema de transferencia Trans-

Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) y el tampón de transferencia semi-seca 

previamente descrito. Se comprobó la calidad de la transferencia tiñendo 

reversiblemente las membranas resultantes con solución Ponceau S (PanReac 

AppliChem), cuando existieron problemas en la transferencia la membrana se 

desechó. Tras desteñir lavando con tampón TBS-T, las membranas se bloquearon 

con albúmina de suero bovino al 5 % en TBS-T durante una hora a temperatura 

ambiente en agitación.  

Las membranas bloqueadas se incubaron durante toda la noche en agitación a 

4 °C con el anticuerpo primario de interés diluido en albúmina de suero bovino al 

3 % y azida de sodio al 0.02 % en TBS-T. A continuación, las membranas se lavaron 

con TBS-T durante 30 min, se incubaron con el correspondiente anticuerpo 

secundario conjugado con peroxidasa de rábano (Dako) durante 1 h a temperatura 

ambiente y se lavaron nuevamente con TBS-T durante 30 min. Se visualizó la 

molécula de interés mediante quimioluminiscencia (Amersham ECL Western 

blotting detection reagents, GE Healthcare) detectada sobre película radiográfica 

(Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare). La tabla 5 presenta una lista de los 

diferentes anticuerpos empleados en esta tesis y sus respectivas diluciones de trabajo. 
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Tabla 5. Anticuerpos empleados en Western-blot. 

Antígeno Fuente Referencia Casa comercial Dilución 

Lipoxidación 

MDA Conejo MD 20a-R1a Academy Biom.co 1:1 000 

NKT Cabra ab5611 Merck Millipore 1:1 500 

COX-2 Conejo 160126 Cayman 1:1 000 

CYP450 2J2 (CYP2J2) Ratón ab139160 Abcam 1:1 000 

Glicoxidación 

CEL Ratón KHO25 Transgenic 1:1 000 

CML Ratón KHO24 Transgenic 1:1 000 

Antioxidantes 

SOD1 Ratón NCL:SOD1 Novocastra 1:2 000 

SOD2 Conejo SOD-110 Stressgen 1:2 000 

Catalasa Conejo 100-4151 Rockland 1:5 000 

GPX4 Conejo SC-50497 Santa Cruz 1:500 

TRX1 Ratón MSA-150 Stressgen 1:1 000 

Nrf2 Conejo ab3163 Abcam 1:1 000 

Metabolismo energético 

NDUFS3 (CI) Ratón 459130 Invitrogen 1:500 

SDHA (CII) Ratón 459200 Invitrogen 1:1 000 

UQCRC2 (CIII) Ratón 459220 Invitrogen 1:1 000 

COX4 (CIV) Ratón 459600 Invitrogen 1:500 

ATP5A1 (CV) Ratón ab14748 Abcam 1:1 000 

Vía NF-κB 

NF-κB p65 Conejo NB 100-2176 Novus Biologicals 1:1 000 

NF-κB p50 Cabra SC-1190 Santa Cruz 1:1 000 

IκBα Conejo ab32518 Abcam 1:1 000 

Proteínas detectadas en el estudio de proteómica redox sin mencionar previamente 

CKB Conejo HPA001254 Sigma 1:2 000 

ENO1 Ratón H00002023-M01 Abnova 1:2 000 

GAPDH Conejo 21612 Signalway 1:5 000 

ATP5A1 Ratón 612516 Biosciences 1:2 000 

GFAP Conejo Z0334 Dako 1:10 000 

NEFL Ratón 814326 Boehringer 1:5 000 

HSPD1 Ratón H4149 Sigma-Aldrich 1:3 000 

CRYAB Ratón ab13496 Abcam 1:2 000 

YWHAG Conejo 18649 IBL 1:1 000 

PARK7 Ratón ab11251 Abcam 1:3 000 

BASP1 Conejo ab25732 Abcam 1:1 000 

HBA1 Conejo SC-21005 Santa Cruz 1:1 000 

UCHL1 Cabra ab5937 Merck Millipore 1:1 000 

Controles de carga 

Tubulina βIII Ratón 6712A Promega 1:10 000 

β-actina Ratón A5316 Sigma-Aldrich 1:10 000 

VDAC Conejo ab15895 Abcam 1:5 000 

Anticuerpos secundarios 

IG de cabra Conejo-HRP P0449 Dako 1:1 000 

IG de conejo Cerdo-HRP P0217 Dako 1:1 000 

IG de conejo Cabra-HRP P0448 Dako 1:1 000 

IG de ratón Cabra-HRP P0447 Dako 1:1 000 

HRP: horseradish peroxidase; IG: immunoglobulinas. 
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5.3. Inactivación de la actividad peroxidasa 

A fin de poder detectar diferentes proteínas sobre una misma membrana (reusar), 

se incubó la membrana durante 15 min con H2O2 al 30 % (Sigma-Aldrich) en 

agitación y a temperatura ambiente. De esta manera se inactiva la peroxidasa unida al 

anticuerpo secundario eliminando su señal en posteriores análisis de Western-blot 

(Sennepin et al., 2009). A continuación, se lavó tres veces durante 10 min con TBS-T 

y se bloqueó con albúmina de suero bovino al 3 % en TBS-T por 30 min a 

temperatura ambiente en agitación, posteriormente se reusó para Western-blot. 

5.4. Cuantificación densitométrica 

El nivel de las proteínas y marcadores de oxidación de interés detectados a partir 

de los geles monodimensionales mediante Western-blot se cuantificó mediante 

densitometría empleando el programa TotalLab (Nonlinear Dynamics). Se empleó la 

proteína β-actina como control interno de carga, excepto para los complejos de la 

CTE que se normalizaron respecto a la porina mitocondrial (VDAC). 

6. Análisis estadísticos 

Las variables fueron reportadas usando la media ± desviación estándar en el caso 

de las continuas, o como frecuencias y porcientos para el caso de las discretas. Se 

empleó la prueba de χ2 para la comparación de las variables discretas. La normalidad 

de la distribución de las variables continuas fue probada mediante el test de Kruskal-

Wallis con la corrección de Lilliefors. Las diferencias entre grupos de las variables 

continuas se exploraron empleando la prueba paramétrica t de Student en el caso de 

las normales, y la no paramétrica U de Mann-Whitney en el caso de las no normales. 

Se emplearon análisis de correlación para detectar relaciones entre variables, 

correlación de Pearson para las normales y correlación de rangos de Spearman para 

las no normales. Se utilizó el analisis de regresión múltiple para explorar relaciones 

que pudieran ser explicadas por el efecto de más de una variable. Se empleó análisis 

de componentes principales basado en correlaciones para reducir la dimensionalidad 

de los datos preservando la máxima cantidad de información posible, e inferir 

asociaciones significativas entre variables. También, para detectar los efectos más 

significativos y controlar la tasa de falsos positivos se realizó un ajuste de 

comparaciones múltiples mediante FDR de acuerdo al método de Benjamini y 

Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995) incluyendo todas las comparaciones de 

variables cuantitativas realizadas, considerando los valores de FDR 5 y 10 %. Las 

pruebas estadísticas se realizaron empleando el programa STATISTICA v8.0 

(StatSoft) y un p-valor < 0.05 fue considerado estadísticamente significativo. 

7. Análisis del conjunto de datos mediante IPA 

A fin de explorar en mayor profundidad los procesos moleculares modificados 

con la edad en el cerebro se realizó un análisis del conjunto de datos obtenido 
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empleando el programa bioinformático Ingenuity Pathway Analysis (IPA, 

QIAGEN), disponible en la plataforma https://www.qiagenbioinformatics.com. Este 

programa calcula dos estadísticos: el z-score y el p-valor. El z-score estima el efecto 

direccional de una molécula sobre otra molécula o sobre un proceso 

(activación/inhibición), y la dirección del cambio de las moléculas y procesos en el 

conjunto de datos (ascendente/descendente). El p-valor es calculado mediante la 

prueba exacta de Fisher de una cola y refleja la significación de la asociación entre 

un conjunto de moléculas significativas en el experimento y un proceso, vía o 

regulador. 

En este análisis se empleó el conjunto de datos de diferencias de expresión 

proteica ME vs. AE de las moléculas exploradas en cada una de las regiones. Se usó 

para ello el estimador Log2Ratio de la expresión diferencial, calculado como 

Log2(media en grupo AE/media en grupo ME) para cada marcador/proteína en cada 

región explorada. Así, se cargaron como datos de entrada el identificador estándar, el 

valor Log2Ratio y el p-valor de la comparación estadística de grupos ME vs. AE 

(previamente realizada) de cada una de estas moléculas en cada región. Se 

excluyeron de los datos incluidos en este análisis los del NKT por carecer este 

marcador de identificador estándar reconocido por el programa, y se incluyeron 

solamente los valores de la banda de 100 kDa del Nrf2 al disponerse de un 

identificador estándar único para el mismo y ser esta banda la reportada como 

biológicamente relevante (Lau et al., 2012). 

A partir de estos valores se realizó un core analysis (análisis núcleo) inicial que 

estimó las vías canónicas de señalización diferencialmente representadas. A 

continuación, se realizó un analysis comparison (análisis de comparación) a fin de 

detectar variaciones con la edad diferenciales entre regiones cerebrales en vías 

moleculares y procesos funcionales. Este análisis permite la visualización en 

conjunto de los resultados del análisis núcleo IPA a través de múltiples condiciones 

(en este caso regiones). De esta manera, permite identificar similitudes, diferencias y 

tendencias en los efectos predichos del comportamiento de las moléculas exploradas 

sobre vías de señalización, enfermedades y funciones, generando heatmaps que 

permiten acceder a la información resultante del análisis fácil y rápidamente. 

Al establecer los parámetros de estos análisis, se incluyeron los datos de la 

Ingenuity® Knowledge Base (genes + químicos endógenos) de elevada confianza, la 

especie se limitó a humano y el tejido y líneas celulares al SNC, y el resto de los 

parámetros se establecieron como las opciones por defecto. 

https://www.qiagenbioinformatics.com/
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A fin de cumplimentar los objetivos del presente trabajo de tesis se emplearon 

muestras procedentes de 18 sujetos con edades comprendidas entre los 40 y 79 años, 

libres de signos neurológicos o psiquiátricos, y considerados por tanto normales. Las 

variaciones asociadas a la edad de los diferentes marcadores/moléculas analizados se 

exploraron en 12 regiones cerebrales de interés: corteza frontal, corteza parietal, giro 

cingulado, corteza temporal, corteza entorrinal, hipocampo, tálamo, caudado, 

putamen, corteza visual, sustancia nigra y vermis. 

1. Identificación y caracterización de proteínas modificadas 

por NKT con el envejecimiento en el cerebro 

La modificación lipoxidativa por NKT de proteínas específicas asociada a la edad 

en el cerebro se estudió mediante análisis de proteómica redox basado en geles y 

caracterización bioinformática de las mismas. Los resultados de esta estrategia en 

tres de las regiones estudiadas (corteza parietal, corteza frontal y giro cingulado) han 

sido previamente publicados (anexo 1). Se presentan en este acápite incluidos en el 

conjunto total de resultados para todas las regiones cerebrales analizadas, lo que ha 

conllevado a una extensión del grupo de proteínas identificadas como modificadas 

por NKT en dicho artículo, y al consecuente reanálisis bioinformático. 

1.1. Electroforesis bidimensional e identificación de proteínas 
modificadas por NKT 

En cada región de interés, se analizaron progresivamente muestras de 10 

individuos representativos de dos grupos de edad, 5 casos de ME y 5 casos de AE 

(casos en los extremos de la distribución de edades en cada región), empleando 

electroforesis bidimensional y Western-blot anti-NKT. Los puntos NKT-positivos se 

compararon cualitativamente mediante inspección visual entre grupos de edad. Se 

seleccionaron 54 puntos NKT-positivos de interés sobre la base de una mayor 

intensidad o presencia en los casos de AE (figura 16). Los puntos equivalentes en los 

geles teñidos con plata procesados en paralelo se escindieron manualmente y se 

sometieron a análisis por LC-MS/MS a fin de identificar las proteínas 

correspondientes a los mismos. Los resultados de este análisis se muestran en la 

tabla 6, que incluye el nombre y sigla asociado a cada proteína. 

Para corroborar la identidad obtenida por MS, un subgrupo de las proteínas 

identificadas se analizó mediante Western-blot con anticuerpos específicos tras 

stripping (ATP5A1, BASP1, CKB, CRYAB, ENO1, GAPDH, GFAP, HBA1, 

HSPD1, NEFL, PARK7, UCHL1 y YWHAG), en las membranas previamente 

marcadas con NKT, comparando la coincidencia del marcaje NKT/proteína 

(figura 17). Estas proteínas coincidieron con sus respectivos puntos NKT-positivos a 

excepción de la UCHL1, que se emparejó a un grupo de puntos NKT-positivos, pero 

desplazada a un punto isoeléctrico más básico que su estimado teórico. 
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Figura 16. Electroforesis bidimensional y Western-blot anti-NKT en cada una de las regiones exploradas (A-L) en dos casos representativos, de mediana 

(40 años, caso 1) y avanzada edad (76 años, caso 16). Se presentan en números blancos los 54 puntos seleccionados para su identificación por 

espectrometría de masas. 
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Tabla 6. Identificación de proteínas modificadas por NKT mediante espectrometría de masas. 

Punto Proteína 
No.      

Swiss-Prot 

Puntuación 

Mascot 

Cobertura 

(%) 

PM 

(kDa) 
pI 

1 Dihydropyrimidinase-related protein 2 (DPYSL2) Q16555 724.28 48.43 62.25 6.38 

2 Dihydropyrimidinase-related protein 2 (DPYSL2) Q16555 1085.17 62.76 62.25 6.38 

3 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSPD1) P10809 4087.37 83.60 61.02 5.87 

4 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSPD1) P10809 2275.19 77.49 61.02 5.87 

5 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSPD1) P10809 4285.96 89.35 61.02 5.87 

6 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSPD1) P10809 2412.60 72.25 61.02 5.87 

7 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) P04406 1937.82 88.06 36.03 8.46 

8 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) P04406 1711.18 70.45 36.03 8.46 

9 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) P04406 2334.34 79.10 36.03 8.46 

10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) P04406 842.06 43.28 36.03 8.46 

11 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 (UCHL1) P09936 1082.92 78.03 24.81 5.48 

12 Protein DJ-1 (PARK7) Q99497 625.43 89.42 19.88 6.79 

13 Protein DJ-1 (PARK7) Q99497 1262.00 89.42 19.88 6.79 

14 Protein DJ-1 (PARK7) Q99497 1065.72 85.71 19.88 6.79 

15 Protein DJ-1 (PARK7) Q99497 808.75 89.42 19.88 6.79 

16 Alpha-crystallin B chain (CRYAB) P02511 2069.68 97.14 20.15 7.53 

17 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 (PEBP1) P30086 2255.23 81.28 21.04 7.53 

18 Neurofilament medium polypeptide (NEFM) P07197 479.13 12.77 102.41 4.91 

19 Neurofilament light polypeptide (NEFL) P07196 902.93 41.25 61.47 4.65 

20 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 (PKM2) P14618 860.77 42.94 57.90 7.84 

21 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial (DLD) P09622 337.68 25.34 54.14 7.85 

22 Brain acid soluble protein 1 (BASP1) P80723 800.65 81.50 22.68 4.63 

23 Glial fibrillary acidic protein (GFAP) P14136 1830.71 64.35 49.85 5.52 

24 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial (ATP5A1) P25705 1447.00 46.65 59.71 9.13 

25 Alpha-enolase (ENO1) P06733 709.67 33.87 47.14 7.39 

26 Alpha-enolase (ENO1) P06733 728.28 41.71 47.14 7.39 

27 Creatine kinase B-type (CKB) P12277 724.17 56.96 42.62 5.59 

28 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic (GOT1) P17174 1116.53 68.28 46.22 7.01 

29 14-3-3 protein gamma (YWHAG) P61981 1494.57 80.97 28.28 4.89 

30 Hemoglobin subunit alpha (HBA1) P69905 1400.82 85.21 15.25 8.68 

31 Synapsin-1 (SYN1) P17600 315.53 32.06 74.07 9.83 

32 Aconitate hydratase, mitochondrial (ACO2) Q99798 606.55 34.36 85.37 7.61 

33 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial (DLD) P09622 504.52 28.29 54.14 7.85 

34 Alpha-enolase (ENO1) P06733 2341.02 55.53 47.14 7.39 

35 Carbonic anhydrase 1 (CA1) P00915 481.65 52.49 28.85 7.12 

36 Phosphoglyceratemutase 1 (PGAM1) P18669 261.15 65.75 28.79 7.18 

37 Tubulin polymerization-promoting protein (TPPP) O94811 528.08 36.07 23.68 9.44 

38 NADPH-Flavin reductase (BLVRB) P30043 323.79 42.23 22.11 7.65 

39 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 (PEBP1) P30086 466.32 48.13 21.04 7.53 

40 Phosphoglyceratemutase 1 (PGAM1) P18669 623.22 89.37 28.79 7.18 

41 Phosphoglyceratemutase 1 (PGAM1) P18669 139.61 65.75 28.79 7.18 

42 Glial fibrillary acidic protein (GFAP) P14136 140.60 43.98 49.85 5.52 

43 Dihydropteridine reductase (QDPR) P09417 150.77 51.64 25.77 7.37 

44 Triosephosphate isomerase (TPI1) P60174 92.64 61.19 30.77 5.92 

45 Triosephosphate isomerase (TPI1) P60174 118.77 71.68 30.77 5.92 

46 Phosphoglyceratemutase 1 (PGAM1) P18669 379.09 77.95 28.79 7.18 

47 ATP synthase subunit beta, mitochondrial (ATP5B) P06576 769.60 77.69 56.52 5.40 

48 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 (PEBP1) P30086 573.05 78.07 21.04 7.53 

49 ATP synthase subunit beta, mitochondrial (ATP5B) P06576 506.37 76.18 56.52 5.40 

50 Cofilin-1 (CFL1) P23528 176.74 68.67 18.49 8.09 

51 Heat shock cognate 71 kDa (HSPA8) P11142 443.77 64.86 70.9 5.82 

52 Neurofilament medium polypeptide (NEFM) P07197 180.06 39.30 102.41 4.91 

53 Cofilin-1 (CFL1) P23528 97.69 62.65 18.49 8.09 

54 Neurofilament medium polypeptide (NEFM) P07197 280.35 46.94 102.41 4.91 

Se ha optado por mantener los nombres en inglés de estas proteínas y sus acrónimos estándar tal y como se reportan en Swiss-Prot. 
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Figura 17. Validación mediante Western-blot de las identidades proteicas generadas 

mediante espectrometría de masas. Las membranas obtenidas por electroforesis 

bidimensional y marcadas con anti-NKT se sometieron a stripping y se probaron 

empleando anticuerpos específicos para el grupo de proteínas identificadas que se 

muestran en la figura. 

De esta manera se identificaron 30 proteínas susceptibles de ser modificadas por 

NKT en el cerebro con variaciones respecto a la edad y a sus patrones regionales. La 

tabla 7 muestra la lista final de las mismas incluyendo su localización y funciones. 

1.2. Proteínas modificadas por NKT respecto a la edad y regiones en el 
cerebro 

La figura 18 presenta el número de casos (será referido como nivel de 

lipoxidación) por grupo de edad en los que se encontró la modificación por NKT, 

para cada una de las proteínas identificadas y en cada región cerebral explorada. Es 

posible detectar estas proteínas modificadas por NKT desde la mediana edad. Los 

patrones de variación de estas proteínas entre grupos de edad en cada región cerebral 

se resumen en la tabla 8. 

Considerando la presencia acumulativa de casos con proteínas lipoxidadas por 

grupo de edad (total de puntos en grupo ME vs. total de puntos en grupo AE), la 

aducción por NKT de estas proteínas aumentó en los individuos de AE en todas las 

regiones a excepción de putamen y vermis. Las diferencias entre grupos de edad de 

estas frecuencias acumuladas no fueron estadísticamente significativas en 

hipocampo, caudado, putamen y sustancia nigra. 
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Tabla 7. Localización y funciones de las proteínas modificadas por NKT.  

Proteína Localización Funciones 

  Metabolismo energético 

CKB Citosol, EVE Transducción de energía 

TPI1 Citosol, núcleo, EVE 
Cataliza la isomerización del gliceraldehído 3-fosfato y el dihidroxi-

acetona fosfato en la glicólisis y la gluconeogénesis 

GAPDH 
Citosol, citoesqueleto, núcleo, 

EVE 
Glicólisis (paso 6); funciones nucleares; organización del citoesqueleto 

PGAM1 Citosol, EVE Glicólisis (paso 8); regula la biosíntesis anabólica 

ENO1 Citosol, membrana, núcleo, EVE 
Glicólisis (paso 9); control del crecimiento; tolerancia a la hipoxia; 

respuesta inmune 

PKM2 Citosol, núcleo, EVE 
Glicólisis (paso final); ligada a la muerte celular programada 

independiente de caspasas 

ACO2 Mitocondria, núcleo Cataliza la isomerización del citrato a isocitrato en el ciclo de Krebs 

ATP5A1 Mitocondria, EVE 
Componente del complejo ATP-sintasa que produce ATP durante la 

fosforilación oxidativa 

ATP5B Mitocondria, EVE 
Componente del complejo ATP-sintasa que produce ATP durante la 

fosforilación oxidativa 

DLD Mitocondria 
Componente de los complejos piruvato, α-cetoglutarato y aminoácidos de 

cadena ramificada deshidrogenasa, y del sistema de escisión de glicina 

  Citoesqueleto 

GFAP 
Citoesqueleto glial - filamento 

intermedio 

Componente estructural del citoesqueleto; marcador celular específico de 

astrocitos 

NEFL Citoesqueleto - neurofilamento 
Citoesqueleto neuronal; mantenimiento del calibre neuronal; transporte 

axon cargo 

NEFM Citoesqueleto - neurofilamento 
Citoesqueleto neuronal; mantenimiento del calibre neuronal; transporte 

axonal 

TPPP Citoesqueleto, núcleo, EVE 
Integridad de la red de microtúbulos; ensamblaje del huso mitótico y 

desglose de la envoltura nuclear 

CFL1 Citoesqueleto, matriz nuclear Regulación de la morfología celular y organización del citoesqueleto 

  Proteostasis 

HSPD1 Mitocondria, citosol, EVE 
Importación mitocondrial de proteínas y ensamblaje macromolecular; 

plegado de proteínas; proceso apoptótico 

HSPA8 Citosol, núcleo, membrana 
Chaperona molecular; protección ante el estrés; activación de proteólisis; 

formación y disociación de complejos 

PARK7 
Citosol, núcleo, mitocondria, 

EVE 

Protege del estrés oxidativo y la muerte celular; actividad chaperona; 

actividades reguladoras pleiotrópicas 

CRYAB Citosol, núcleo, EVE 
Actividad tipo chaperona; previene la agregación de proteínas en 

condiciones de estrés 

UCHL1 Citosol, membrana, RE, EVE Procesamiento de precursores de ubiquitina y proteínas ubiquitinadas 

  Neurotransmisión 

GOT1 Citosol, núcleo, EVE 
Biosíntesis de L-glutamato; regulador de los niveles de glutamato; 

scavenger de glutamato en la neuroprotección 

DPYSL2 
Citosol, citoesqueleto, membrana, 

EVE 

Desarrollo y polaridad neuronal; colapso del cono de crecimiento y 

migración celular; tráfico de vesículas sinápticas 

PEBP1 Citosol núcleo, EVE 
Une ATP, opioides y fosfatidiletanolamina; inhibidor de proteasas serina 

y de actividad RAF1 quinasa 

SYN1 
Aparato de Golgi, vesícula 

sináptica 

Recubre las vesículas sinápticas y regula la liberación del 

neurotransmisor; funciones de óxido nítrico pre-sináptico 

BASP1 Citosol, membrana, núcleo, EVE 
Unión a ADN y proteínas; regulación de la transcripción; regulación del 

desarrollo 

YWHAG Citosol, EVE 
Regulación de un amplio espectro de vías de señalización generales y 

especializadas 

QDPR Citosol, mitocondria, EVE 
Produce tetrahidrobiopterina, un coenzima esencial para las Phe, Tyr, y 

Trp hidroxilasas 

  Metabolismo del O2/CO2/hemo 

HBA1 Citosol, EVE Transporte de oxígeno 

CA1 Citosol, EVE Hidratación reversible del CO2; hidrata la cianamida a urea 

BLVRB Citosol, membrana, núcleo, EVE 
Oxidoreductasa; cataliza la reducción dependiente de NADPH de una 

variedad de flavinas; catabolismo del grupo hemo  
Localización y funciones basadas en lo reportado en la base de datos UniProt (http://www.uniprot.org/). RE: retículo endoplasmático; 

EVE: exosoma vesicular extracelular. Las proteínas se presentan separadas en los grupos metabolismo energético, citoesqueleto, proteostasis, 

neurotransmisión y metabolismo del O2/CO2/hemo. 

http://www.uniprot.org/
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Figura 18. Número de casos por grupo de edad con presencia de aductos de NKT en el 

conjunto de proteínas identificadas en cada una de las regiones cerebrales 

exploradas (A-L). El grupo de casos de mediana edad se presenta en azul claro y el 

de avanzada edad en rojo oscuro, y el eje de las Y presenta el número de casos en 

que la proteína se encontró modificada por NKT. Las proteínas se presentan en 

grupos funcionales que corresponden a metabolismo energético, citoesqueleto, 

proteostasis, neurotransmisión y el metabolismo del O2/CO2/hemo. 

La distribución de los valores de presencia acumulativa de casos con proteínas 

lipoxidadas por grupo de edad en las regiones estudiadas es: corteza parietal 

53 vs. 73 (χ2 = 4.94, p < 0.03), corteza frontal 85 vs. 121 (χ2 = 18.98, p < 0.000), giro 

cingulado 87 vs. 115 (χ2 = 11.05, p < 0.001), corteza temporal 45 vs. 75 (χ2 = 11.68, 

p < 0.001), corteza entorrinal 34 vs. 54 (χ2 = 5.81, p < 0.01), hipocampo 22 vs. 30 

(χ2 = 1.14, p = 0.286), tálamo 50 vs. 72 (χ2 = 6.90, p < 0.01), caudado 44 vs. 53 

(χ2 = 0.98, p = 0.323), putamen 52 vs. 36 (χ2 = 3.62, p = 0.057), corteza visual 

43 vs. 61 (χ2 = 4.25, p < 0.04), sustancia nigra 27 vs. 42 (χ2 = 3.69, p = 0.055) y 

vermis 27 vs. 48 (χ2 = 7.11, p < 0.008). 



                                                                                                                                       Resultados 

 
~82~ 

Las regiones en que un mayor número de proteínas (más del 50 %) mostró un 

aumento del nivel de lipoxidación en el grupo de AE fueron por orden decreciente: 

corteza frontal (80 %), giro cingulado (63.3 %) y corteza parietal (60.7 %). 

Las proteínas que más frecuentemente aumentaron su nivel de lipoxidación con la 

edad (ME < AE en más del 50 % de las regiones) fueron la ATP5B (75 %), UCHL1 

(66.7 %), GOT1 (66.7 %), GAPDH (58.3 %) y ENO1 (58.3 %). 

Considerando todos los casos y regiones, sin distinguir por grupos de edad, las 

proteínas más frecuentemente lipoxidadas (más del 50 % de los casos) en orden 

decreciente son: GFAP (97.5 %), HSPD1 (95 %), CKB (80 %), GAPDH (72.5 %), 

NEFM (70.8 %) y PEB1 (70 %). Estas proteínas (excepto NEFM) y la chaperona 

HSPA8 se encontraron modificadas por NKT en todas las regiones. Además, la 

GFAP y HSPD1 muestran el mismo nivel de lipoxidación en individuos de ME y AE 

en más de la mitad de las regiones exploradas. 

En las tres regiones con mayor aumento del nivel de lipoxidación con la edad 

(corteza frontal, giro cingulado y corteza parietal), se exploraron la variación de los 

niveles de un subgrupo de estas proteínas, a fin de descartar que el aumento de la 

lipoxidación no fuera más que el resultado del aumento de los niveles de expresión 

con la edad. La selección del subgrupo a evaluar se realizó en base a la lista de 25 

proteínas inicialmente reportadas como lipoxidadas en el anexo 1 (no incluía a TPI1, 

ATP5B, CFL1, HSPA8 y QDPR). Se excluyeron las proteínas sin diferencias entre 

grupos de edad en estas tres regiones (GFAP, NEFL, NEFM y HSPD1) y las que no 

se disponía de anticuerpos comerciales (PKM2, DPYSL2, DLD, PEBP1, SYN1, 

GOT1, PGAM1, ACO2, TPPP, CA1 y BLVRB). De las restantes, se evaluaron las 

seis proteínas con mayores niveles acumulativos de lipoxidación en los casos de AE 

al menos en dos regiones (ATP5A1, CKB, ENO1, GAPDH, YWHAG y UCHL1), 

mediante SDS-PAGE monodimensional y Western-blot con anticuerpos específicos 

disponibles (figura suplementaria 2 en el anexo1).  

Se cuantificaron sus niveles mediante densitometría empleando β-tubulina como 

control de carga y se compararon entre grupos de edad en cada región, tras 

comprobar la normalidad de las variables. Los resultados estadísticos de estas 

comparaciones se resumen en la tabla complementaria 2 y se representan 

gráficamente en la figura suplementaria 3, ambas en el anexo1. No hubo diferencias 

significativas en los niveles totales de expresión de las proteínas evaluadas en 

ninguna región cuando se compararon los grupos de ME y AE, con excepción de una 

disminución significativa de los niveles de YWHAG (p < 0.02) en la corteza frontal 

en el grupo de AE. Estos resultados indican que el aumento en los niveles de 

lipoxidación de estas proteínas con la edad no es el resultado de una mayor expresión 

de las mismas, al menos en estas regiones. 
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Tabla 8. Patrones de variación de las proteínas modificadas por NKT entre grupos de edad en cada región cerebral. 

Región ME < AE ME = AE ME > AE Ausente en todos los casos 

Corteza parietal 

CKB, GAPDH, PGAM1, ENO1, PKM2, ACO2, ATP5A1*, 

ATP5B, TPPP, CFL1*, PARK7, CRYAB, UCHL1, GOT1, 

DPYSL2, PEBP1, YWHAG, HBA1*, CA1*, BLVRB* 

(n=20; 66.7% de las proteínas) 

DLD, GFAP^, NEFL, NEFM, HSPD1^, 

HSPA8, SYN1, BASP1 (n=8; 26.7% de 

las proteínas) 

TPI1* (n=1; 3.3% de las proteínas) QDPR (n=1; 3.3% de las proteínas) 

Corteza frontal 

TPI1, GAPDH, PGAM1, ENO1, PKM2, ACO2, ATP5A1, 

ATP5B, DLD, TPPP, CFL1*, HSPA8, PARK7, CRYAB, 

UCHL1, GOT1, DPYSL2, PEBP1, SYN1, BASP1, YWHAG, 

HBA1*, CA1, BLVRB (n=24; 80% de las proteínas) 

CKB^, GFAP^, NEFL^, NEFM^, 

HSPD1^ (n=5; 16.7% de las proteínas) 
 QDPR (n=1; 3.3% de las proteínas) 

Giro cingulado 

CKB, PGAM1, ENO1, ACO2, ATP5B, DLD, NEFM, TPPP, 

CFL1*, PARK7, CRYAB, UCHL1, GOT1, PEBP1, SYN1, 

BASP1, HBA1, CA1, BLVRB (n=19; 63.3% de las proteínas) 

GAPDH, PKM2^, ATP5A1, GFAP^, 

NEFL^, HSPD1^, HSPA8^, DPYSL2^, 

YWHAG (n=9; 30% de las proteínas) 

TPI1*, QDPR* ( n=2; 6.7% de las proteínas)  

Corteza 

temporal 

TPI1, GAPDH, PGAM1, ENO1*, ATP5B, DLD, UCHL1*, 

GOT1, DPYSL2, PEBP1*, SYN1, BASP1*, QDPR* (n=13; 

43.3% de las proteínas) 

CKB^, PKM2, GFAP^, NEFL, NEFM^, 

HSPD1^, HSPA8^ (n=7; 23.3% de las 

proteínas) 

ATP5A1, TPPP (n=2; 6.7% de las proteínas) 
ACO2, CFL1, PARK7, CRYAB, YWHAG, HBA1, CA1, BLVRB (n=8; 

26.7% de las proteínas) 

Corteza 

entorrinal 

ENO1*, ATP5B, NEFL, TPPP*, CRYAB*, DPYSL2, 

PEBP1, SYN1*, YWHAG ( n=9; 30% de las proteínas) 

CKB^, TPI1^, GAPDH, GFAP^, NEFM, 

HSPD1^, HSPA8^, GOT1, BASP1 (n=9; 

30% de las proteínas) 

PKM2* (n=1; 3.3% de las proteínas) 
PGAM1, ACO2, ATP5A1, DLD, CFL1, PARK7, UCHL1, QDPR, 

HBA1, CA1, BLVRB (n=11; 36.7% de las proteínas) 

Hipocampo 
CKB, TPI1*, GAPDH, HSPD1, UCHL1*, GOT1 (n=6; 20% 

de las proteínas) 

GFAP^, PEBP1^ (n=2; 6.7% de las 

proteínas) 

ENO1*, PKM2*, DLD*, HSPA8* (n=4; 

13.3% de las proteínas) 

PGAM1, ACO2, ATP5A1, ATP5B, NEFL, NEFM, TPPP, CFL1, 

PARK7, CRYAB, DPYSL2, SYN1, BASP1, YWHAG, QDPR, HBA1, 

CA1, BLVRB (n=18; 60% de las proteínas) 

Tálamo 
TPI1*, PGAM1, ENO1*, PKM2*, ATP5B, DLD, NEFM, 

PARK7, UCHL1, QDPR (n=10; 33.3% de las proteínas) 

GAPDH, GFAP^, TPPP, HSPD1^, 

HSPA8^, CRYAB, GOT1, PEBP1^ 

(n=8; 26.7% de las proteínas) 

CKB, NEFL*, CFL1, HBA1* (n=4; 13.3% 

de las proteínas) 

ACO2, ATP5A1, DPYSL2, SYN1, BASP1, YWHAG, CA1, BLVRB 

(n=8; 26.7% de las proteínas) 

Caudado 

TPI1*, GAPDH, ENO1*, ATP5B, CRYAB, UCHL1*, 

GOT1*, BASP1*, YWHAG*, QDPR* (n=10; 33.3% de las 

proteínas) 

CKB^, GFAP^, NEFL, CFL1(n=4; 

13.3% de las proteínas) 

NEFM, HSPD1, HSPA8, PARK7, PEBP1, 

SYN1 (n=6; 20% de las proteínas) 

PGAM1, PKM2, ACO2, ATP5A1, DLD, TPPP, DPYSL2, HBA1, CA1, 

BLVRB (n=10; 33.3% de las proteínas) 

Putamen ATP5B, CFL1 ( n=2; 6.7% de las proteínas) 
GFAP^, NEFL, CRYAB, UCHL1, 

SYN1 (n=5; 16.7% de las proteínas) 

CKB, TPI1, GAPDH, NEFM, HSPD1, 

HSPA8*, PARK7, GOT1*, PEBP1, QDPR*, 

HBA1* (n=11; 36.7% de las proteínas) 

PGAM1, ENO1, PKM2, ACO2, ATP5A1, DLD, TPPP, DPYSL2, 

BASP1, YWHAG, CA1, BLVRB (n=12; 40% de las proteínas) 

Corteza visual 

CKB, ATP5A1*, ATP5B, DLD, GFAP, NEFM, HSPD1, 

CRYAB*, UCHL1*, GOT1, DPYSL2, PEBP1 (n=12; 40% de 

las proteínas) 

GAPDH, ENO1, HSPA8^ (n=3; 10% de 

las proteínas) 
TPI1*, NEFL (n=2; 6.7% de las proteínas) 

PGAM1, PKM2, ACO2, TPPP, CFL1, PARK7, SYN1, BASP1, 

YWHAG, QDPR, HBA1, CA1, BLVRB (n=13; 43.3% de las proteínas) 

Sustancia nigra 
CKB, GAPDH, CFL1, HSPA8*, PARK7, GOT1* (n=6; 20% 

de las proteínas) 

GFAP^, NEFM^, HSPD1^, PEBP1^ 

(n=4; 13.3% de las proteínas) 
 

TPI1, PGAM1, ENO1, PKM2, ACO2, ATP5A1, ATP5B, DLD, NEFL, 

TPPP, CRYAB, UCHL1, DPYSL2, SYN1, BASP1, YWHAG, QDPR, 

HBA1, CA1, BLVRB (n=20; 66.7% de las proteínas) 

Vermis GAPDH, NEFL*, BASP1* (n=3; 10% de las proteínas) 
CKB^, GFAP, HSPD1^ (n=3; 10% de 

las proteínas) 

ATP5B*, DLD*, NEFM, HSPA8*, PEBP1* 

(n=5; 16.7% de las proteínas) 

TPI1, PGAM1, ENO1, PKM2, ACO2, ATP5A1, TPPP, CFL1, PARK7, 

CRYAB, UCHL1, GOT1, DPYSL2, SYN1, YWHAG, QDPR, HBA1, 

CA1, BLVRB (n=19; 63.3% de las proteínas) 

AE: grupo de casos de avanzada edad; ME: grupo de casos de mediana edad; * indica que la modificación solo se encuentra en el grupo casos en que es mayor su presencia; ^ indica que  la modificación se encuentra en todos los casos. 
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1.3. Caracterización de las proteínas modificadas por NKT identificadas  

Solo una pequeña fracción de las proteínas totales muestra modificaciones 

oxidativas discernibles, sugiriendo una vulnerabilidad selectiva. Los factores que 

pueden afectar esta “especificidad” (más allá de la abundancia) pueden ser diversos, 

incluyendo características estructurales, funcionales y/o de localización. Se 

exploraron estas características en el grupo de proteínas identificadas mediante 

análisis bioinformático. 

Las características estructurales del grupo fueron exploradas empleando el 

programa PredictProtein (https://www.predictprotein.org/) y se representan en la 

figura 19. 

 

Figura 19. Caracterización estructural del grupo de proteínas identificadas como 

modificadas por NKT de acuerdo al análisis realizado empleando el programa 

PredictProtein. Las estructuras secundarias predominantes en las proteínas 

oxidadas son la hélice α y los bucles (A). La exposición al medio es elevada en 

estas proteínas (B). Los aminoácidos más frecuentemente expuestos son la lisina, el 

ácido glutámico y el ácido aspártico (C). 

https://www.predictprotein.org/
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Excluyendo a la BASP1 (100 % bucle o desorganizada), en la estructura 

secundaria de estas proteínas el motivo hélice α representa del 5.1 % al 83.1 %, la 

lámina β del 1.2 % al 31.4 % (ausente en NEFL y HBA1) y los bucles del 16.9 % al 

75.5 % (figura 19A). La suma de los motivos hélice α y bucle representa entre el 

68.5 % y el 98.8 % en la estructura secundaria de estas proteínas. La exposición al 

medio de las mismas varió entre el 42.6 % y el 100 %, y fue superior al 50 % en 

20 de las proteínas (figura 19B). 

En cuanto a la composición de aminoácidos, los más comunes en estas estructuras 

fueron la alanina (frecuencia media en el grupo: 9.8 %), la leucina (frecuencia media 

en el grupo: 8.6 %) y la glicina (frecuencia media en el grupo: 8.2 %), como lo 

reportado para el conjunto total de proteínas presentes en la base de datos Swiss-Prot. 

Sin embargo, los aminoácidos más frecuentes en las regiones expuestas de estas 

proteínas son la lisina (frecuencia media: 12.43 %), el ácido glutámico (frecuencia 

media: 12.42 %) y el ácido aspártico (frecuencia media: 8.93 %) (figura 19C). 

Con respecto a la localización celular, un análisis de las anotaciones del término 

GO (Gene Ontology) “componente celular” reveló como localizaciones subcelulares 

más representadas para estas proteínas: citoesqueleto, citoplasma, mitocondria y 

exosoma. En el caso de las anotaciones para el término GO “función molecular”, se 

encuentran sobrerrepresentadas: unión, actividad catalítica y molécula estructural. 

Teniendo en cuenta estas funciones moleculares, se exploraron las interacciones 

de estas proteínas usando la herramienta STRING (Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes/Proteins, http://string-db.org/). Para obtener la red de 

interacciones se empleó un nivel de confianza alto de la puntuación combinada que 

estima el programa y no más de 10 interacciones externas. El resultado de este 

análisis se muestra en la figura 20. El nodo central de la red resultante está ocupado 

por la ubiquitina C a través de interacciones tipo unión. 

 

Figura 20. Red de interacciones proteína-proteína derivada del análisis con el programa 

STRING del grupo de proteínas identificadas como modificadas por NKT. 

http://string-db.org/
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Las vías funcionales sobrerrepresentadas en las que están implicadas estas 

proteínas se exploraron y enriquecieron utilizando el software Cytoscape y los 

plugins ClueGO y CluePedia. El resultado de este análisis se presenta en la figura 21; 

muestra una elevada representación de términos GO para procesos relacionados con 

el metabolismo energético (incluye glucólisis y gluconeogénesis, respiración 

mitocondrial y producción rápida de energía), el mantenimiento de la mielina, 

procesos basados en filamentos intermedios, transporte de carga axonal, transporte 

intracelular dependiente del citoesqueleto, la estabilización de proteínas, la 

importación de proteínas mitocondriales y la actividad de carbono-oxígeno liasa. De 

acuerdo a sus funciones más descritas (tabla 7), aproximadamente el 33.3 % de las 

proteínas lipoxidadas están implicadas en el metabolismo energético, el 16.7 % en 

funciones relacionadas con el citoesqueleto, otro 16.7 % en la proteostasis, el 23.3 % 

en la neurotransmisión directa o indirectamente, y el 10 % restante en el 

metabolismo de O2/CO2/hemo. Es de mencionar, además, que el análisis de 

enriquecimiento funcional mediante Cytoscape muestra que 16 de estas proteínas 

(53.3 %) se involucran en el mantenimiento de la mielina. 

 

Figura 21. Vías y conexiones sobrerrepresentadas de los genes que codifican las proteínas 

modificadas por NKT resultantes del análisis de enriquecimiento de términos GO 

(Gene Ontology) utilizando el programa Cytoscape e incluyendo la información de 

las bases de datos GO vía y funciones, KEEG, REACTOME y STRING. 

1.4. Oligómeros solubles y niveles de NKT 

La modificación de proteínas por NKT altera su estructura y se ha descrito que 

favorece los eventos de reticulación y agregación. Es posible la generación de 

oligómeros, a partir de estructuras moleculares aberrantes, reconocidos por su 
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potencial citotóxico. Por ello, se exploró la posible relación entre los niveles de NKT 

total y la formación de oligómeros solubles (anticuerpo A11), respectivamente. Este 

análisis se llevó a cabo solamente en las regiones de corteza parietal, corteza frontal 

y giro cingulado, que resultaron ser las que presentaron mayor aumento del número 

de proteínas modificadas por NKT con la edad. 

Los niveles de oligómeros solubles detectados por el anticuerpo A11 (figura 22A) 

y de NKT (figura 22B) se exploraron mediante slot-blot y análisis densitométrico, 

empleando la proteína total detectada con Ponceau-S como control de carga. Estos 

niveles se compararon entre los grupos de edad en cada región utilizando la prueba 

t de Student. El nivel de oligómeros solubles fue significativamente mayor en el 

grupo de AE respecto al de ME en las cortezas parietal (t = -2.83, p < 0.01) y frontal 

(t = -3.98, p < 0.001), mientras que no se encontraron diferencias significativas en el 

giro cingulado. Con respecto al NKT, solo se encontraron niveles significativamente 

mayores con la edad en la corteza frontal (t = -3,32, p < 0.005). El mismo patrón se 

encontró cuando se analizaron estos datos para relaciones continuas con la edad 

(correlación de Pearson), es decir, sin dividir arbitrariamente la muestra en grupos de 

edad. Se encontró una correlación positiva estadísticamente significativa entre el 

nivel de oligómeros y la edad en las cortezas parietal (r = 0.52, p < 0.045) y frontal 

(r = 0.65, p <0.008); y entre el nivel de NKT total y la edad en la corteza frontal 

(r = 0,57, p < 0.025). No se encontró ninguna correlación significativa de estos 

marcadores con la edad en el giro cingulado.  

 

Figura 22. Detección de oligómeros solubles (anticuerpo A11) (A) y de NKT total (B) en la 

corteza parietal, la corteza frontal y el giro cingulado en individuos de mediana y 

avanzada edad. Las diferencias en sus niveles entre grupos de edad se analizaron 

con la prueba t de Student. Existe una correlación positiva entre el nivel de 

oligómeros y la edad en las cortezas parietal y frontal; y entre el de NKT y la edad 

en la corteza frontal (C). 
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Existió una correlación positiva y significativa entre los niveles de NKT total y de 

oligómeros solubles en todas estas regiones (corteza parietal: r = 0.70, p < 0.004; 

corteza frontal: r = 0.89, p < 0.000; giro cingulado: r = 0.86, p < 0.000) (figura 23A). 

Esta relación se confirmó, también, mediante un análisis de regresión múltiple a fin 

de controlar el posible efecto de confusión de la variable edad. Incluyó como 

variable dependiente el nivel de oligómeros y como variables independientes el nivel 

de NKT y la edad, en cada una de estas regiones. En todas ellas existió una 

correlación positiva significativa entre los niveles de oligómeros y de NKT 

independiente de la edad (corteza parietal: R2 = 0.56, F(2,13) = 10.02 p < 0.003, 

βNKT = 0.61 p < 0.006, βedad = 0.38 p = 0.06; corteza frontal: R2 = 0.80, F(2,13) = 28.85 

p < 0.00003, βNKT = 0.78 p < 0.0002, βedad = 0.21 p = 0.18; giro cingulado: R2 = 0.75, 

F(2,13) = 22.49 p < 0.00009, βNKT = 0.87 p < 0.00003, βedad = 0.07 p = 0.59). 

Para reducir la dimensionalidad y preservar la máxima cantidad de información 

posible para inferir asociaciones significativas entre variables, se utilizó un análisis 

de componentes principales, incluyendo niveles de oligómeros y NKT total para cada 

región como variables activas y la edad como variable suplementaria (figura 23B). 

Dos componentes principales explicaron el 83.18 % de la varianza en los datos, el 

primer componente (factor 1: 52.49 % de la varianza) con una alta contribución de 

información de los niveles de oligómeros y NKT en las cortezas y el segundo 

componente (factor 2: 30.69 % de la varianza) con información de los niveles de 

oligómeros y NKT en el giro cingulado. Ambos factores se correlacionaron 

negativamente con la edad, sin embargo, el factor 1 mostró una relación más estrecha 

que el factor 2. La proyección de las variables en el plano de los factores resume esta 

información, mostrando la estrecha relación entre niveles de oligómeros solubles y 

NKT, con la edad y entre regiones en las cortezas, y el patrón más distante de 

relación entre oligómeros y NKT en el giro cingulado. 

 

Figura 23. Correlaciones positivas significativas entre los niveles de oligómeros solubles y 

de NKT total en todas las regiones (A). Las relaciones entre estas variables se 

resumen utilizando un análisis de componentes principales (B). CP: corteza 

parietal, CF: corteza frontal, GC: giro cingulado y OLIG: oligómeros. 
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2. Lipoxidación proteica global con el envejecimiento en el 

cerebro 

Los niveles globales de aducción de proteínas por productos de PL (NKT y MDA) 

se exploraron mediante Western-blot y cuantificación densitométrica relativa a los 

niveles de β-actina empleando todas las muestras disponibles en cada una de las 

regiones del cerebro en análisis. Las diferencias respecto a la edad, en cada región, se 

evaluaron comparando estadísticamente los niveles estimados de estos marcadores 

entre los grupos de edad: ME (media 47.1 ± 5.7 años, n = 9) y AE (media 

70.7 ± 6.3 años, n =9). Se utilizó la prueba t de Student para los datos normales, y la 

prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para los no normales. 

2.1. Cambios en la aducción proteica por NKT con la edad en el cerebro 

La aducción de proteínas por NKT y la comparación estadística de sus niveles 

globales ente grupos de edad en cada región cerebral se presentan en la figura 24 

(detalles estadísticos en el anexo 2). En comparación con el grupo de ME, hubo un 

aumento significativo de los niveles de proteínas aducidas por NKT en el grupo de 

AE en tres regiones cerebrales: corteza frontal (p < 0.02, figura 24A), corteza visual 

(p < 0.03, figura 24J), y sustancia nigra (p < 0.05, figura 24K). El patrón inverso se 

encontró en tálamo, donde existe una disminución significativa de la aducción por 

NKT en el grupo de AE con respecto al grupo de ME (p < 0.001, figura 24G). 

Aunque no fue estadísticamente significativo, la misma tendencia se encontró en el 

núcleo caudado, disminución de los niveles totales de NKT en el grupo de AE 

(p = 0.069, figura 24H). 

2.2. Cambios en la aducción proteica por MDA con la edad en el cerebro 

El análisis de los niveles totales de aducción de proteínas por MDA en las 

regiones cerebrales exploradas y sus comparaciones estadísticas entre grupos de edad 

se muestran en la figura 25 (detalles estadísticos en el anexo 3). Varias regiones 

mostraron niveles aumentados de aducción de proteínas por MDA en los sujetos de 

AE respecto a los sujetos de ME: corteza frontal (p < 0.000, figura 25A), corteza 

parietal (p < 0.000, figura 25B), hipocampo p < 0.03, figura 25F), tálamo (p < 0.001, 

figura 25G) y putamen (p < 0.001, figura 25I). Esta misma tendencia se encontró en 

el núcleo caudado pero los valores no alcanzaron significación estadística (p = 0.064, 

figura 25H). Por el contrario, se encontró una disminución significativa en los 

niveles de MDA en los individuos de AE con respecto a los casos de ME en las 

cortezas temporal (p < 0.04, figura 25D) y entorrinal (p < 0.001, figura 25E). 

De manera general, la variación con la edad en los niveles de proteínas 

modificadas por MDA muestra una amplia representación regional en el cerebro. En 

contraste, las diferencias en los niveles de aducción por NKT en función de la edad 

presentan un patrón regional discreto. A destacar, la corteza frontal muestra un 

aumento con la edad en la aducción de proteínas por NKT y MDA congruente. 
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Figura 24. Niveles globales de proteínas modificadas por NKT en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad (AE), detectados por 

Western-blot y densitometría utilizando β-actina como control de la carga. Se utilizó la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney, a 

conveniencia, para evaluar las diferencias entre los grupos de edad. Los valores medios ± error estándar por grupo de edad se muestran 

gráficamente. Los asteriscos indican diferencias significativas con * p < 0.05 y *** p <0.001. 
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Figura 25. Niveles globales de proteínas modificadas por MDA en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad (AE), detectados por 

Western-blot y densitometría utilizando β-actina como control de la carga. Se utilizó la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney, a 

conveniencia, para evaluar las diferencias entre los grupos de edad. Los valores medios ± error estándar por grupo de edad se muestran 

gráficamente. Los asteriscos indican diferencias significativas con * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p <0.001. 
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3. Cambios en los niveles de COX-2 y CYP2J2 con la edad en el 

cerebro y relación con los productos de peroxidación lipídica 

NKT y MDA 

El daño oxidativo y la neuroinflamación coexisten en el envejecimiento del 

cerebro humano; posibles puntos de unión entre estos procesos podrían hallarse en la 

relación de los productos de PL y enzimas mediadoras de la respuesta inflamatoria a 

partir de ácidos grasos. Las variaciones con la edad de dos de estas proteínas (COX-2 

y CYP2J2) y sus relaciones con los niveles globales de NKT y MDA se exploraron 

en las 12 regiones cerebrales en estudio. 

3.1. Niveles de COX-2 y CYP2J2 con la edad en el cerebro 

Los niveles de la proteína COX-2 fueron significativamente mayores en el grupo 

de AE respecto al de ME en corteza frontal (p < 0.002), corteza parietal (p < 0.001), 

corteza temporal (p < 0.001), hipocampo (p < 0.01) y sustancia nigra (p < 0.01). No 

se encontró una disminución de la expresión de COX-2 con la edad en ninguna de las 

regiones exploradas. Estos resultados se ilustran en la figura 26 (detalles estadísticos 

en el anexo 4). 

 

Figura 26. Niveles de la proteína COX-2 en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y 

avanzada edad (AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando         

β-actina como control de la carga. Se utilizó la prueba t de Student o la prueba 

U de Mann-Whitney, a conveniencia, para evaluar las diferencias entre los grupos 

de edad. Los valores medios ± error estándar por grupo de edad se muestran 

gráficamente. Los asteriscos indican diferencias significativas con * p < 0.05, 

** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

Por su parte, los niveles de la proteína CYP2J2 fueron significativamente menores 

en el grupo de AE respecto al de ME en la corteza frontal (p < 0.004), corteza 

temporal (p < 0.01), hipocampo (p < 0.02) y tálamo (p <0.007). Se encontró un 

aumento de la expresión de CYP2J2 con la edad en el núcleo caudado (p < 0.006). 

Estos resultados se ilustran en la figura 27 (detalles estadísticos en el anexo 5). 
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Figura 27. Niveles de la proteína CYP2J2 en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y 

avanzada edad (AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando         

β-actina como control de la carga. Se utilizó la prueba t de Student o la prueba 

U de Mann-Whitney, a conveniencia, para evaluar las diferencias entre los grupos 

de edad. Los valores medios ± error estándar por grupo de edad se muestran 

gráficamente. Los asteriscos indican diferencias significativas con ** p < 0.01. 

3.2. Relaciones entre los niveles de COX-2, CYP2J2 y los de los productos 
de peroxidacion lipídica NKT y MDA en el cerebro 

Como una primera aproximación se exploró la relación entre los niveles proteicos 

de COX-2 y CYP2J2 y el de los productos de peroxidacion lipídica NKT y MDA en 

el cerebro mediante correlaciones. Se utilizó la correlación de Pearson para los datos 

normales y la correlación de rangos de Spearman para las variables no normales. 

No se detectaron correlaciones significativas entre los niveles de NKT y los de 

COX-2 en ninguna de las regiones exploradas. Sin embargo, el nivel de MDA y el de 

COX-2 mostraron correlaciones positivas significativas en la corteza frontal 

(r = 0.652, p < 0.003), la corteza parietal (r = 0.899, p < 0.001) y el hipocampo 

(r = 0.751, p <0.001), y una correlación negativa en la corteza temporal (ρ = - 0,488, 

p < 0.05) (figura 28A). 

Se detectaron correlaciones significativas entre los productos finales de PL y la 

proteína CYP2J2 solo en la corteza frontal. Estas fueron correlaciones negativas 

significativas entre los marcadores NKT (r = 0.604, p < 0.001) y MDA (r = 0.706, 

p < 0.01), y CYP2J2 en esta región (figura 28B). 

No obstante, dado que muchas de estas relaciones pueden deberse a las 

variaciones con la edad detectadas en estas moléculas, se exploraron además 

mediante análisis de regresión múltiple. En cada una de las regiones, se probaron 

modelos de regresión para los niveles de COX-2 considerando los de NKT y la edad, 

y los de MDA y la edad (detalles estadísticos en el anexo 6); asimismo, los niveles de 

CYP2J2 considerando los de NKT y la edad, y los de MDA y la edad (detalles 

estadísticos en el anexo 7). De esta manera, se detectó que independientemene de la 
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edad solo se predice significativamente el nivel de COX-2 a partir del nivel de MDA 

en hipocampo (βMDA = 0.55, p < 0.01); explicando este modelo un 40 % de la 

varianza de los datos (R2 = 0.40, F(2,15) = 6.67, p < 0.008). 

 

Figura 28. Gráficos de dispersión por región que muestran las correlaciones significativas 

entre los marcadores evaluados. (A) Relaciones entre los productos finales de 

peroxidación lipídica (ALE: advanced lipoxidation end-products) y COX-2. 

(B) Relaciones entre los productos finales de peroxidación lipídica y de CYP2J2. 

Se empleó análisis de correlación de Pearson en corteza frontal, corteza parietal e 

hipocampo; y correlación de rango de Spearman para los datos no normales de 

corteza temporal. 

Se realizó, además, un análisis de componentes principales para explorar el perfil 

de agrupación de las regiones cerebrales de acuerdo a los niveles de NKT, MDA, 

COX-2 y CYP2J2, y la edad (figura 29). La corteza entorrinal y la sustancia nigra se 

excluyeron de este análisis debido a su limitado número de casos. 

Empleando dos componentes (factores) principales fue posible explicar el 

53.34 % de la varianza presente en los datos para el NKT, el 60.27 % para el MDA, 

el 54.25 % para la COX-2 y el 51.90% para el CYP2J2, siendo el MDA el marcador 

más informativo de variación respecto a la edad. 

La proyección de las variables (marcador en cada región) en el plano de estos 

factores mostró para el NKT que las relaciones positivas con la edad más cercanas se 

produjeron para la corteza frontal y la corteza visual, sin una agrupación evidente de 

las regiones (figura 29A). En el caso del MDA, se encontraron relaciones positivas 

estrechas con la edad y en su comportamiento en las regiones corteza frontal, corteza 

parietal, hipocampo, tálamo, putamen y corteza visual (figura 29B).  Para la COX-2, 

existió una estrecha relación positiva con la edad y entre regiones en la corteza 

frontal, la corteza parietal, la corteza temporal y el hipocampo (figura 29C). Para 

CYP2J2 la relación positiva más cercana con la edad se produjo en el núcleo 

caudado (figura 29D). 
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Figura 29. Análisis de componentes principales para los niveles de NKT (A), MDA (B), 

COX-2 (C) y CYP2J2 (D) en el cerebro con la edad, incluyendo varianza, 

contribución de las variables a los factores y las correlaciones entre variables y 

factores. Las relaciones entre las variables y la distribución de los casos se 

presentan gráficamente como proyección de las variables en el plano de los 

factores y proyección de los casos en el plano de los factores, respectivamente. 

CF: corteza frontal, CP: corteza parietal, GC: cingulado giro, CT: corteza temporal, 

H: hipocampo, TL: tálamo, CD: núcleo caudado, PT: putamen, CV: corteza visual 

y VR: vermis. 
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4. Glicoxidación proteica con el envejecimiento en el cerebro 

Los niveles globales de modificación de proteínas por productos de glicoxidación 

(CEL y CML) se exploraron mediante Western-blot y cuantificación densitométrica 

relativa a los niveles de β-actina. Se compararon las diferencias en cada región de sus 

niveles entre los grupos de edad previamente descritos (ME y AE). Se empleó la 

prueba t de Student para los datos normales, y la prueba no paramétrica U de Mann-

Whitney para los no normales. 

4.1. Cambios en los niveles de CEL con la edad en el cerebro 

Los niveles de CEL en cada una de las regiones cerebrales y sus comparaciones 

estadísticas entre grupos de edad se muestran en la figura 30 (detalles estadísticos en 

el anexo 8). Solo se detectaron aumentos de los niveles de CEL en las proteínas con 

la edad; lo cual ocurrió en cuatro de las regiones exploradas: corteza frontal 

(p < 0.002, figura 30A), corteza temporal (p < 0.01, figura 30D), núcleo caudado 

(p < 0.01, figura 30H) y vermis (p < 0.000, figura 30L). 

4.2. Cambios en los niveles de CML con la edad en el cerebro 

La presencia de CML en proteínas y la comparación estadística de sus niveles 

entre grupos de edad en cada región cerebral se presentan en la figura 31 (detalles 

estadísticos en el anexo 9). Se detectó un aumento de sus niveles con la edad en 

corteza frontal (p < 0.01, figura 31A), corteza parietal (p < 0.002, figura 31B), giro 

cingulado (p < 0.005, figura 31C) y corteza visual (p < 0.01, figura 31J). Por su 

parte, el hipocampo mostró una disminución significativa de los niveles de CML en 

proteínas para el grupo de AE respecto al de ME (p < 0.02, figura 31F). 

El análisis de componentes principales de estos marcadores para todas las 

regiones (excluyendo corteza entorrinal y la sustancia nigra) y la edad mostró que es 

posible explicar con dos factores principales el 51.27 % en el caso del CEL y el 

56.30 % en el del CML (figura 32). La proyección de las variables en el plano de los 

factores muestra que para el CEL las relaciones positivas más cercanas con la edad la 

presentan la corteza temporal y el núcleo caudado, y para el CML las cortezas 

parietal y visual, sin una agrupación evidente de las regiones. 
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Figura 30. Niveles de CEL en proteínas en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad (AE), detectados por Western-blot y 

densitometría utilizando β-actina como control de la carga. Se utilizó la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney, a conveniencia, 

para evaluar las diferencias entre los grupos de edad. Los valores medios ± error estándar por grupo de edad se muestran gráficamente. Los 

asteriscos indican diferencias significativas con ** p < 0.01 y *** p <0.001. 
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Figura 31. Niveles de CML en proteínas en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad (AE), detectados por Western-blot y 

densitometría utilizando β-actina como control de la carga. Se utilizó la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney, a conveniencia, 

para evaluar las diferencias entre los grupos de edad. Los valores medios ± error estándar por grupo de edad se muestran gráficamente. Los 

asteriscos indican diferencias significativas con ** p < 0.01 y *** p <0.001. 
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Figura 32. Análisis de componentes principales para los niveles de CEL (A) y CML (B), en 

el cerebro con la edad, incluyendo varianza, contribución de las variables a los 

factores y las correlaciones entre variables y factores. Las relaciones entre las 

variables y la distribución de los casos se presentan gráficamente como proyección 

de las variables en el plano de los factores y proyección de los casos en el plano de 

los factores, respectivamente. CF: corteza frontal, CP: corteza parietal, GC: 

cingulado giro, CT: corteza temporal, H: hipocampo, TL: tálamo, CD: núcleo 

caudado, PT: putamen, CV: corteza visual y VR: vermis. 

Es de mencionar que el CEL y el CML pueden generarse a partir de carbonilos 

reactivos como el glioxal y el metilglioxal, los cuales son generados por la oxidación 

de azúcares, pero también de lípidos. En este sentido, varias regiones muestran 

aumentos con la edad coincidentes de marcadores de lipoxidación y glicoxidación: 

corteza frontal (NKT, MDA, CEL y CML), corteza parietal (MDA y CML), corteza 

visual (NKT y CML). Sin embargo, varias regiones mostraron aumentos con la edad 

en sus marcadores de glicoxidación no coincidentes con variaciones en los 

marcadores de lipoxidación (giro cingulado, corteza temporal, núcleo caudado y 

vermis); quizás más relacionados con la oxidación de carbohidratos. En particular, 

hipocampo mostró un aumento con la edad de los niveles de lipoxidación por MDA 

con una disminución del marcador de glicoxidación CEL. 

5. Variaciones en los niveles de componentes del sistema de 

defensa antioxidante con el envejecimiento en el cerebro 

Los niveles de diferentes proteínas implicadas en la defensa antioxidante (SOD1, 

SOD2, CAT, GPX4, TRX1 y Nrf2) se exploraron mediante Western-blot y 
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cuantificación densitométrica relativa a los niveles de β-actina. Se compararon las 

diferencias en cada región de sus niveles entre los grupos de edad previamente 

descritos (ME y AE). Se empleó la prueba t de Student para los datos normales, y la 

prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para los no normales. 

Los niveles de SOD1 detectados por Western-blot y su comparación estadística 

entre grupos de edad en cada región cerebral se muestran en la figura 33 (detalles 

estadísticos en el anexo 10). Existió un aumento significativo de los niveles de SOD1 

en el grupo de AE respecto al de ME en seis de las regiones exploradas: hipocampo 

(p < 0.02, figura 33F), tálamo (p < 0.005, figura 33G), caudado (p < 0.000, 

figura 33H), putamen (p < 0.000, figura 33I), corteza visual (p < 0.05, figura 33J) y 

sustancia nigra (p < 0.02, figura 33K). No se detectó una disminución significativa 

con la edad de los niveles de SOD1 en ninguna de las regiones exploradas. 

 

Figura 33. Niveles de SOD1 en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad 

(AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando β-actina como control 

de carga. Se muestran gráficamente los valores medios ± error estándar por grupo 

de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos de edad se 

indican con asteriscos: * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

Los niveles de SOD2 detectados en cada región cerebral y su comparación 

estadística entre grupos de edad se muestran en la figura 34 (detalles estadísticos en 

el anexo 11). Se encontró un aumento significativo en los niveles de SOD2 en el 

grupo de AE respecto al de ME en cinco de las regiones exploradas: corteza parietal 

(p < 0.008, figura 34B), corteza entorrinal (p < 0.02, figura 34E), hipocampo 

(p < 0.02, figura 34F), putamen (p < 0.001, figura 34I) y corteza visual (p < 0.001, 

figura 34J). Dos regiones mostraron una disminución significativa con la edad en los 

niveles de SOD2: corteza temporal (p < 0.04, figura 34D) y sustancia nigra (p < 0.02, 

figura 34K). 
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Figura 34. Niveles de SOD2 en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad 

(AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando β-actina como control 

de carga. Se muestran gráficamente los valores medios ± error estándar por grupo 

de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos de edad se 

indican con asteriscos: * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

Los niveles de catalasa detectados en las regiones cerebrales exploradas y sus 

comparaciones entre grupos de edad se muestran en la figura 35 (detalles estadísticos 

en el anexo 12). Existió un aumento de sus niveles con la edad en la muestra 

estudiada en la corteza temporal (p < 0.03, figura 35D) y la corteza visual (p < 0.001, 

figura 35J). Por el contrario, tres regiones mostraron una disminución de sus niveles 

en el grupo de AE respecto al de ME: tálamo (p < 0.003, figura 35G), caudado 

(p < 0.01, figura 35H) y sustancia nigra (p < 0.03, figura 35K). 

 

Figura 35. Niveles de catalasa en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada 

edad (AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando β-actina como 

control de carga. Se muestran gráficamente los valores medios ± error estándar por 

grupo de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos de edad 

se indican con asteriscos: * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 
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Los niveles de GPX4 detectados por Western-blot y su comparación estadística 

entre grupos de edad en cada región cerebral se muestran en la figura 36 (detalles 

estadísticos en el anexo 13). Existió un aumento significativo de los niveles de GPX4 

en el grupo de AE respecto al de ME en seis de las regiones exploradas: corteza 

frontal (p < 0.01, figura 36A), corteza entorrinal (p < 0.001, figura 36E), hipocampo 

(p < 0.03, figura 36F), tálamo (p < 0.01, figura 36G), corteza visual (p < 0.03, 

figura 36J) y vermis (p < 0.004, figura 36L). No se detectó una disminución 

significativa de sus niveles con la edad en ninguna de las regiones exploradas. 

 

Figura 36. Niveles de GPX4 en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad 

(AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando β-actina como control 

de carga. Se muestran gráficamente los valores medios ± error estándar por grupo 

de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos de edad se 

indican con asteriscos: * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

Los niveles de TRX1 detectados mediante Western-blot en cada región cerebral y 

su comparación estadística entre grupos de edad se muestran en la figura 37 (detalles 

estadísticos en el anexo 14). Se encontró un aumento significativo en los niveles de 

TRX1 en el grupo de AE respecto al de ME en la sustancia nigra (p < 0.02, 

figura 37K). Por el contrario, cuatro regiones de corteza mostraron una disminución 

significativa de sus niveles con la edad: frontal (p < 0.000, figura 37A), parietal 

(p < 0.005, figura 37B), temporal (p < 0.002, figura 37D) y entorrinal (p < 0.01, 

figura 37E). 

El factor de transcripción Nrf2 es reconocido como un regulador crítico en la 

respuesta al estrés celular. Es posible detectar esta proteína alrededor de 55-65 kDa 

(peso teórico estimado) tras resolverla en SDS-PAGE; sin embargo, es posible 

detectarla también sobre los 95-110 kDa (con frecuencia un doblete), variante que se 

ha descrito como la biológicamente relevante (Lau et al., 2012). Adicionalmente, el 

Nrf2 es sustrato de caspasas generando un péptido de 50 kDa y otro de 30 kDa; este 

último (fragmento C-terminal) puede inhibir la actividad transcripcional de Nrf2 en 

forma dosis-dependiente, además de actuar como molécula efectora downstream de 

caspasa-3 durante la apoptosis (Ohtsubo et al., 1999). 
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Figura 37. Niveles de TRX1 en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad 

(AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando β-actina como control 

de carga. Se muestran gráficamente los valores medios ± error estándar por grupo 

de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos de edad se 

indican con asteriscos: * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 

Fue posible detectar con el anticuerpo disponible para Nrf2 (ab3163, Abcam) las 

bandas previamente descritas. Se describen las bandas de ~100, 65 y 30 kDa. Los 

niveles detectados mediante Western-blot en cada región cerebral y su comparación 

estadística entre grupos de edad se muestran en la figura 38 (detalles estadísticos en 

el anexo 15). Se detectó una disminución en el grupo de AE respecto al de ME en la 

banda biológicamente relevante de ~100 kDa en hipocampo (p < 0.03, figura 38F) y 

corteza visual (p < 0.002, figura 38J); por el contrario, tálamo (p < 0.008, 

figura 38G) mostró un aumento de sus niveles. A excepción de una disminución en 

hipocampo (p < 0.01, figura 38F), no se detectaron variaciones con la edad en la 

banda de 65 kDa. El fragmento C-terminal de 30 kDa mostró una disminución de sus 

niveles con la edad en las cortezas frontal (p < 0.03, figura 38A) y parietal (p < 0.01, 

figura 38B), y un aumento en la temporal (p < 0.04, figura 38D) y entorrinal 

(p < 0.01, figura 38E). 

6. Variaciones en los niveles de componentes de la CTE y 

VDAC con el envejecimiento en el cerebro 

La disfunción mitocondrial ha sido reiteradamente asociada al envejecimiento 

cerebral, por ello se exploró mediante Western-blot el contenido de mitocondrias 

estimado a partir de la porina VDAC empleando β-actina como control de carga y de 

componentes de los complejos de la CTE (CI-NDUFS3, CII-SDHA, CIII-UQCRC2, 

CIV-COX4 y CV-ATP5A1) empleando VDAC como control de carga. Se 

compararon las diferencias en cada región de sus niveles entre grupos de edad (ME y 

AE), empleando la prueba t de Student o la prueba no paramétrica U de Mann-

Whitney, a conveniencia.  
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Figura 38. Niveles de Nrf2 en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada edad 

(AE), detectados por Western-blot y densitometría utilizando β-actina como control 

de carga. Se muestran gráficamente los valores medios ± error estándar por grupo 

de edad. Las diferencias estadísticamente significativas entre estos grupos se 

indican con asteriscos: * p < 0.05 y ** p < 0.01. 

Los niveles detectados de estas proteínas (complejos de la CTE y VDAC) en las 

regiones cerebrales exploradas y sus comparaciones entre grupos de edad se 

muestran en la figura 39 (detalles estadísticos en los anexos del 16 al 21). 
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Figura 39. Niveles de VDAC y subunidades de los complejos de la cadena de transporte de 

electrones mitocondrial en el cerebro en casos de mediana edad (ME) y avanzada 

edad (AE), detectados por Western-blot y densitometría. Se muestran gráficamente 

los valores medios ± error estándar por grupo de edad. Las diferencias 

estadísticamente significativas entre estos grupos se indican con asteriscos: 

* p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 
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El marcador de mitocondrias VDAC mostró una disminución estadísticamente 

significativa con la edad en tres de las regiones cerebrales exploradas: corteza frontal 

(p < 0.004, figura 39A), corteza entorrinal (p < 0.001, figura 39E) y sustancia nigra 

(p < 0.04, figura 39K). Se detectó un aumento en sus niveles en el grupo de ME 

respecto al de AE en la corteza parietal (p < 0.04, figura 39B). 

En el caso de los complejos de las CTE mitocondrial se detectaron diferentes 

variaciones regionales en sus niveles con la edad. A excepción de en corteza 

temporal y vermis, las modificaciones detectadas para los mismos siguieron el 

mismo patrón (aumento o disminución) intrarregionalmente. 

Existió una disminución estadísticamente significativa con la edad en los niveles 

de alguna de las subunidades de los complejos de la CTE en corteza frontal 

(CIII p < 0.03; figura 39A), corteza parietal (CI p < 0.03, CII p < 0.007, CV p < 0.03; 

figura 39B), corteza entorrinal (CI p < 0.004; figura 39E), hipocampo (CI p < 0.01, 

CII p < 0.002, CIII p< 0.001; figura 39F) y corteza visual (CII p < 0.006, 

CIII p < 0.02, CIV p< 0.01; figura 39J). 

Tres regiones mostraron un aumento con la edad en los niveles de alguna de las 

subunidades de los complejos de la CTE mitocondrial: giro cingulado (CI p < 0.000, 

CII p < 0.000, CIII p < 0.01; figura 39C), tálamo (CII p < 0.001, CIII p < 0.001; 

figura 39G) y núcleo caudado (CIII p < 0.009, CIV p < 0.02; figura 39H). 

En el caso de la corteza temporal (figura 39D) se detectó un aumento con la edad 

en los niveles de CI (p < 0.006) y CIV (p < 0.01), acompañado de una disminución 

en los niveles del CV (p < 0.01). Por su parte, vermis (figura 39L) mostró una 

disminución con la edad de CIII (p < 0.04) y un aumento de CIV (p < 0.01). 

De manera general, existió una amplia variación con la edad en los niveles de los 

complejos mitocondriales del I al IV y poca en el CV (solo disminución en las 

cortezas parietal y temporal). Además, dos regiones no mostraron variaciones con la 

edad a nivel de complejos de la CTE mitocondrial: putamen y sustancia nigra. 

7. Variaciones en los niveles de componentes de la vía NF-B 

con el envejecimiento en el cerebro 

Se han descrito en el cerebro bajos niveles de inflamación crónica en el 

envejecimiento y en trastornos neurodegenerativos asociados. La vía del factor 

transcripcional NF-κB es clave en el proceso inflamatorio, además de ser sensible al 

estado redox celular. Se exploraron los niveles de varios de los componentes de esta 

vía (p65, p50 e IκBα) mediante Western-blot y cuantificación densitométrica relativa 

a los niveles de β-actina. Se compararon las diferencias en sus niveles entre grupos 

de edad en cada región mediante la prueba t de Student o la prueba no paramétrica 

U de Mann-Whitney, a conveniencia. Los niveles detectados y su comparación 

estadística entre grupos de edad en cada región cerebral se muestran en la figura 40 

(detalles estadísticos en los anexos del 22 al 24). 
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Figura 40. Niveles de los componentes de la vía NF-κB p65, p50 e IκBα en el cerebro en 

casos de mediana edad (ME) y avanzada edad (AE), detectados por Western-blot y 

densitometría utilizando β-actina como control de carga. Se muestran gráficamente 

los valores medios ± error estándar por grupo de edad. Las diferencias 

estadísticamente significativas entre estos grupos se indican con asteriscos: 

* p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001. 
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La proteína NF-κB p65 mostró variación de sus niveles con la edad solamente en 

tres de estas regiones cerebrales, siendo una disminución con la edad en las cortezas 

temporal (p < 0.002, figura 40D) y entorrinal (p < 0.006, figura 40E), y en el núcleo 

caudado (p < 0.000, figura 40H). 

Por su parte, la NF-κB p50 solo presentó un aumento de sus niveles en el grupo de 

AE respecto al de ME; en las regiones: corteza frontal (p < 0.05, figura 40A), giro 

cingulado (p < 0.002, figura 40C) y putamen (p < 0.001, figura 40I). 

Con la edad, solo se detectaron disminuciones en los niveles del inhibidor IκBα. 

Esto sucedió en cuatro de las regiones cerebrales exploradas: giro cingulado 

(p < 0.04, figura 40C), hipocampo (p < 0.05, figura 40F), núcleo caudado (p < 0.04, 

figura 40H) y putamen (p < 0.001, figura 40I). 

8. Diferencias significativas en las moléculas exploradas con 

el envejecimiento en el cerebro tras ajuste por FDR 

A lo largo este trabajo se han realizado 276 comparaciones independientes 

(23 marcadores/proteínas x 12 regiones); para detectar los efectos más significativos 

y controlar la tasa de falsos positivos se realizó un ajuste de comparaciones múltiples 

mediante FDR según el método de Benjamini y Hochberg incluyendo todas las 

comparaciones realizadas (anexo 25). Las diferencias significativas en cada región 

cerebral tras el ajuste por FDR (al 5 y 10 %) se muestran en la tabla 9. 

Tabla 9. Diferencias significativas en cada región cerebral tras ajuste por FDR. 

Región Marcador/proteína (FDR = 5 %) Marcador/proteína (FDR = 10 %) 

Corteza frontal 
MDA↑, COX2↑, CYP2J2↓, CEL↑, 

TRX↓, VDAC↓ 

MDA↑, COX2↑, CYP2J2↓, CEL↑, CML↑, 

GPX4↑, TRX↓, VDAC↓, NRF2-30↓ 

Corteza parietal COX2↑, CML↑, TRX↓ 
MDA↑, COX2↑, CML↑, SOD2↑, TRX↑,    

NRF2-30↓ 

Giro cingulado CML↑, CI↑, CII↑, NFkBp50↑ CML↑, CI↑, CII↑, CIII↑, NFkBp50↑ 

Corteza temporal COX2↑, TRX↓, CI↑, NFkBp65↓ 
COX2↑, CYP2J2↓, CEL↑, TRX↓, CI↑, CIV↑, 

CV↓, NFkBp65↓ 

Corteza entorrinal 
MDA↓, GPX4↑, VDAC↓, CI↑, 

NFkBp65↓ 

MDA↓, SOD2↑, GPX4↑, TRX↓, VDAC↓, CI↑, 

NRF2-30↓, NFkBp65↓ 

Hipocampo CI↓, CII↓, CIII↓ 
CML↓,CYP2J2↓, SOD1↑, GPX4↑, NRF2-65↓, 

CI↓, CII↓, CIII↓ 

Tálamo NKT↓, SOD1↑, CAT↓, NRF2-100↑ 
NKT↓, MDA↑, CYP2J2↓, SOD1↑, CAT↓, 

GPX4↑, NRF2-100↑, CII↑, CIII↑ 

Caudado CYP2J2↑, SOD1↑, NFkBp65↓ 
CYP2J2↑, CEL↑, SOD1↑, CAT↓, CIII↑, CIV↑, 

NFkBp65↓ 

Putamen SOD1↑, SOD2↑, NFkBp50↑, IKBa↓ MDA↑, SOD1↑, SOD2↑, NFkBp50↑, IKBa↓ 

Corteza visual SOD2↑, CAT↑, NRF2-100↓, CII↓ 
NKT↑, CML↑, SOD2↑, CAT↑, GPX4↑,     

NRF2-100↓, CII↓, CIV↓ 

Sustancia nigra  NKT↑, COX2↑, SOD1↑, SOD2↓, TRX↑ 

Vermis CEL↑, GPX4↑, CIV↑ CEL↑, GPX4↑, CIV↑ 

FDR: false discovery rate, método de Benjamini y Hochberg. ↑ aumento con la edad y ↓ disminución con la edad. Se presentan 

los marcadores/proteínas en el orden en que se exploraron. 
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9. Análisis global de datos mediante IPA 

A fin de analizar globalmente la información obtenida a partir de todos los 

marcadores/proteínas y regiones cerebrales, se exploró el conjunto de datos obtenido 

empleando el programa IPA. Como paso inicial se realizó un análisis núcleo de los 

datos disponibles incluyendo las variaciones significativas con la edad de estas 

moléculas en cada una de las regiones exploradas. Las vías de señalización canónicas 

significativamente modificadas (respecto al número de moléculas) por la edad en 

cada una de las regiones exploradas se presentan en la tabla 10. 

Tabla 10. Vías canónicas de señalización modificadas con la edad en el cerebro. 

Región Vía canónica  p-valor 

Corteza frontal 

Disfunción mitocondrial 

Regulación mediada por MIF de glucocorticoides 

Regulación mediada por MIF de la respuesta inmune innata 

0.00003 

0.00007 

0.0001 

Corteza parietal 

Disfunción mitocondrial 

Regulación mediada por MIF de glucocorticoides 

Regulación mediada por MIF de la respuesta inmune innata 

0.0000002 

0.00007 

0.0001 

Giro cingulado 

Fosforilación oxidativa 

Disfunción mitocondrial 

Regulación mediada por MIF de glucocorticoides 

0.000002 

0.000008 

0.00003 

Corteza temporal 

Disfunción mitocondrial 

Degradación de radicales superóxido 

Fosforilación oxidativa 

0.000000009 

0.000007 

0.00001 

Corteza entorrinal 

Disfunción mitocondrial 

Señalización mediada por PEDF 

Señalización de respuesta de fase aguda 

0.0000001 

0.0004 

0.0001 

Hipocampo 

Disfunción mitocondrial 

Degradación de radicales superóxido 

Fosforilación oxidativa 

0.000000001 

0.00001 

0.00003 

Tálamo 

Disfunción mitocondrial 

Degradación de radicales superóxido 

Respuesta al estrés oxidativo mediada por Nrf2 

0.0000002 

0.000004 

0.0004 

Caudado 

Degradación de radicales superóxido 

Disfunción mitocondrial 

Producción de NO y ROS por macrófagos 

0.000004 

0.00003 

0.00004 

Putamen 

Señalización mediada por PEDF 

Degradación de radicales superóxido 

Señalización de respuesta de fase aguda 

0.0000005 

0.000001 

0.000003 

Corteza visual 

Disfunción mitocondrial 

Degradación de radicales superóxido 

Fosforilación oxidativa 

0.000000000002 

0.000000006 

0.0000001 

Sustancia nigra 

Degradación de radicales superóxido 

Disfunción mitocondrial 

Síntesis de prostanoides 

0.000000002 

0.0000002 

0.0002 

Vermis 

Disfunción mitocondrial 

Fosforilación oxidativa 

Degradación de radicales superóxido 

0.0000000004 

0.000004 

0.002 

MIF: macrophage migration inhibitory factor; PEDF: pigment epithelium derived factor; NO: óxido nítrico; ROS: reactive 

oxygen especies. 
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Considerando todas las regiones, se encuentran ampliamente representadas las 

vías canónicas de disfunción mitocondrial, fosforilación oxidativa y vías 

relacionadas con la producción de ROS y el estrés oxidativo en general. Un resultado 

esperado ya que se trabaja con un pequeño número de moléculas preseleccionadas en 

relación a estas funciones. Sin embargo, este análisis muestra que estas moléculas 

también participan en vías como la regulación mediada por MIF (macrophage 

migration inhibitory factor) de glucocorticoides y de la respuesta inmune innata 

(corteza frontal, corteza parietal y giro cingulado) y la señalización mediada por 

PEDF (pigment epithelium derived factor) (corteza entorrinal y núcleo caudado). 

Tras este análisis inicial se procedió a explorar las diferencias entre regiones 

cerebrales en las variaciones de este conjunto de datos con la edad realizando un 

análisis de comparación. Se exploró de esta manera la respuesta diferencial 

significativa entre regiones cerebrales con la edad para vías canónicas de 

señalización, enfermedades y funciones (z-score estimado con p < 0.05). En este 

análisis cuatro vías canónicas de señalización mostraron variaciones entre regiones 

en su tendencia predicha hacia la activación o la inhibición (figura 41). Las mismas 

fueron la vía de respuesta de fase aguda, la señalización PI3K/Akt, la regulación 

mediada por MIF de la respuesta inmune innata y la señalización mediada por PPAR 

(nuclear receptor peroxisome proliferator-activated receptor). 

 

Figura 41. Heatmap para vías canónicas con comportamiento diferencial entre regiones 

cerebrales con la edad generado mediante análisis de comparación empleando el 

programa IPA. Las imágenes se muestran en inglés por obtenerse directamente del 

programa. CF: corteza frontal, CP: corteza parietal, GC: cingulado giro, CT: 

corteza temporal, CE: corteza entorrinal, H: hipocampo, TL: tálamo, CD: núcleo 

caudado, PT: putamen, CV: corteza visual, SN: sustancia nigra y VR: vermis. 

La exploración del efecto sobre enfermedades y funciones en las diferentes 

regiones cerebrales con la edad obtenidas del conjunto de datos introducido mediante 

análisis de comparación se muestra en la figura 42. De manera general, el análisis de 

enfermedades y funciones mostró la activación de procesos relacionados con el daño 

en el SNC en la corteza frontal, la parietal y la temporal, y en menor medida en la 

sustancia nigra. A su vez regiones como el giro cingulado, putamen, corteza visual y 

vermis muestran una tendencia a la protección ante el mismo. El resto de las regiones 

(corteza entorrinal, hipocampo, tálamo y núcleo caudado) mostraron un 

comportamiento mixto. 
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Figura 42. Heatmap para enfermedades y funciones que muestra el comportamiento 

diferencial entre regiones cerebrales con la edad generado mediante análisis de 

comparación empleando el programa IPA. Las imágenes se muestran en inglés por 

obtenerse directamente del programa. CF: corteza frontal, CP: corteza parietal, 

GC: cingulado giro, CT: corteza temporal, CE: corteza entorrinal, H: hipocampo, 

TL: tálamo, CD: núcleo caudado, PT: putamen, CV: corteza visual, SN: sustancia 

nigra y VR: vermis. 
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El envejecimiento comprende una serie de eventos en los que el declive de las 

funciones fisiológicas resulta de la alteración de la homeostasis en células, tejidos y 

órganos, comprometiendo la supervivencia del organismo. En el SNC la 

acumulación de eventos perjudiciales como el daño oxidativo, la disfunción 

mitocondrial y la inflamación crónica se han asociado con el envejecimiento y la 

neurodegeneración (Calabrese et al., 2010; Matt y Johnson, 2016). Sin embargo, 

poco se sabe acerca de su contribución al envejecimiento normal en el cerebro 

teniendo en cuenta la vulnerabilidad específica de sus diferentes regiones. 

El presente trabajo exploró, en doce regiones cerebrales, la variación asociada a la 

edad en los niveles de diferentes moléculas implicadas en estos procesos, en una 

muestra representativa del envejecimiento cerebral normal divididos en grupos de 

mediana (< 60 años) y avanzada (> 60 años) edad. No se incluyeron casos con 

factores diferentes de la edad que pudieran interferir con el análisis de proteínas 

oxidadas tales como en enfermedades metabólicas o hipoxia. El estudio 

neuropatológico de estos casos demostró que los sujetos de ME no presentaron 

signos de EA, mientras que algunos de AE presentaban signos de estadio I-II de 

Braak y Braak sin enfermedad neurológica o mental. Debido a que alrededor del 

80 % de los sujetos de más de 65 años tienen presencia de ovillos neurofibrilares 

(Braak y Braak, 1997), estas modificaciones se interpretan como normales y sin 

relación patológica con la EA (Ferrer, 2012).  

El rango de tiempo post mortem de las muestras empleadas, interpretado como 

una media de conservación, se encontró dentro del cual se ha descrito que los 

marcadores de daño oxidativo se mantienen estables (Ferrer et al., 2007). Como 

medida de control adicional, se exploraron las correlaciones entre el tiempo         

post mortem de las muestras y los niveles de los marcadores/proteínas explorados en 

cada región (resultados no mostrados). Solo 15 (5.4 %) de las 276 variables 

analizadas mostraron alguna correlación (positiva o negativa) con el tiempo        

post mortem, de estas solo 4 (1.5 % del total: VDAC en corteza parietal, TRX en 

corteza entorrinal, CML en hipocampo y CIV en el núcleo caudado) presentaron 

diferencias significativas entre grupos de edad, por lo que el tiempo post mortem de 

las muestras empleadas no explica las diferencias reportadas en el trabajo y se puede 

interpretar la conservación de las muestras como adecuada para estudios 

proteómicos. 

1. Modificación de proteínas específicas por NKT y 

envejecimiento en el cerebro 

Los NKT son γ-cetoaldehídos formados a través de la vía de neuroprostanos por 

la oxidación no enzimática del DHA (Bernoud-Hubac et al., 2001); PUFA altamente 

enriquecido en las membranas neuronales. Estos productos lipoxidados tienen la 

propiedad de formar aductos proteicos, e inducir al entrecruzamiento y la agregación 

de proteínas, afectando su estructura tridimensional y función (Bernoud-Hubac y 

Roberts, 2002). Considerando esto, el propósito inicial de la tesis se dirigió a la 
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identificación y caracterización de proteínas susceptibles de ser modificadas por 

NKT considerando las variaciones respecto a la edad y regiones del cerebro, 

mediante proteómica redox y análisis bioinformático. 

1.1. La lipoxidación de proteínas específicas por NKT ocurre en la 
mediana edad y aumenta con el envejecimiento en el cerebro 

Se detectaron proteínas modificas por NKT en todos los casos analizados 

independientemente de la edad. Mediante MS se identificaron 30 proteínas 

susceptibles de ser aducidas por NKT, con incrementos de su nivel de lipoxidación 

con la edad, en regiones particulares. Adicionalmente, la identidad de un subgrupo de 

las mismas se confirmó mediante Western-blot con anticuerpos específicos. 

Las proteínas más frecuentemente lipoxidadas fueron GFAP, HSPD1, CKB, 

GAPDH, NEFM y PEBP1. Estas proteínas (excepto NEFM) y la chaperona HSPA8 

se encontraron modificadas por NKT en todas las regiones. Además, la GFAP y la 

HSPD1 mostraron el mismo nivel de lipoxidación en individuos de ME y AE en más 

de la mitad de las regiones exploradas. 

Considerando la presencia acumulativa de proteínas lipoxidadas en los casos por 

grupo de edad, la aducción por NKT de estas proteínas aumentó en los individuos de 

AE respecto a los de ME en todas las regiones, a excepción de putamen y vermis. 

Las proteínas que más frecuentemente aumentaron su nivel de lipoxidación con la 

edad fueron ATP5B, UCHL1, GOT1, GAPDH y ENO1. 

En conjunto, estas observaciones muestran que el cerebro de individuos entre    

40-48 años contiene proteínas lipoxidadas, cuyos niveles varían entre regiones, y que 

la presencia acumulada de aductos de NKT se incrementa en sujetos entre 70-79 años 

en la mayoría de las regiones exploradas, especialmente en la corteza frontal, la 

corteza parietal y el giro cingulado. Es destacable que el incremento de la 

lipoxidación, al menos en las regiones de mayor aumento, no está relacionado con el 

aumento de los niveles de las proteínas particulares; sino más bien que se relaciona 

con una mayor vulnerabilidad a la lipoxidación. Lo cual es inferido de los mayores 

valores de proteínas dañadas oxidativamente en comparación con los niveles totales 

preservados para las mismas proteínas. 

1.2. Lipoxidación proteica selectiva en el cerebro humano 

La susceptibilidad a la lipoxidación no es uniforme en todas las proteínas, algunas 

son menos resistentes al estrés oxidativo (Martínez et al., 2010; Petrak et al., 2008). 

Asumiendo que los compuestos ROS actúan estocásticamente en la producción de 

daño molecular, diversos factores pueden influenciar esta susceptibilidad específica 

además de la abundancia, como son el tipo celular, la estructura proteica, la 

localización subcelular y la función (Eisenstein, 2009). 

Un ejemplo de vulnerabilidad asociado al tipo celular se da en la GFAP, 

localizada en astrocitos, los mayores productores de DHA en el cerebro y sus 

derivados peroxidados (Lukiw y Bazan, 2008); también es este el tipo celular con 
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metabolismo glucolítico (GAPDH) incrementado en el cerebro (Barros y 

Deitmer, 2010). Respecto a la localización subcelular, varias de las proteínas con 

elevada tendencia a la lipoxidación (HSPD1) se localizan en la mitocondria, la 

principal fuente de ROS celular (Starkov, 2010). El NEFM forma parte del 

citoesqueleto neuronal y la PEBP1 participa en la neurotransmisión. Cabe destacar 

que los axones y las terminaciones sinápticas tienen alta demanda energética lograda 

por su continua actividad mitocondrial y la transducción energética rápida mediada 

por la CKB. Adicionalmente, los axones son estructuras radiales de pequeño 

diámetro en comparación con el cuerpo celular, lo cual favorece la probabilidad de 

interacciones entre las ROS y las membranas lipídicas, favoreciendo la PL. 

Los presentes hallazgos también muestran que ciertas características estructurales, 

la presencia de α-hélices y bucles, produce proteínas susceptibles al daño oxidativo 

por NKT. Exceptuando las proteínas filamentosas del citoesqueleto y la BASP1 

(completamente desordenada), el resto de las proteínas identificadas son moléculas 

solubles globulares, con grupos hidrofóbicos en su centro y grupos hidrofílicos 

expuestos, con un nivel de exposición mayor del 50 % en 20 de estas proteínas. 

Además, proteínas con los aminoácidos lisina, ácido glutámico y ácido aspártico 

expuestos parecen ser particularmente vulnerables a la lipoxidación. 

1.3. Agrupación funcional de proteínas dañadas oxidativamente 

Considerando el número de proteínas dañadas, los principales sistemas afectados 

son el metabolismo energético, la organización del citoesqueleto, la proteostasis, la 

neurotransmisión y el metabolismo del O2/CO2/grupo hemo.  

Existe una extensa evidencia de que el metabolismo energético está 

particularmente afectado en el envejecimiento y la neurodegeneración 

(Harman, 2001; Jové et al., 2014; Pamplona y Barja, 2006). Aquí se encuentran 

pistas de los sustratos moleculares del fallo energético con la edad, al identificarse 

proteínas lipoxidadas implicadas en la glicólisis (TPI1, GAPDH, PGAM1, ENO1, 

PKM2), el ciclo de Krebs (ACO2, DLD) y la fosforilación oxidativa (ATP5A1, 

ATP5B). Estas proteínas son componentes claves de las rutas metabólicas acopladas 

que sustentan los requerimientos de ATP celulares. La actividad neural es 

dependiente de estos procesos, ya que en condiciones normales la glucosa es el 

sustrato energético exclusivo del cerebro (Magistretti, 2000). Adicionalmente, la 

CKB se encarga de la producción rápida de ATP a partir de reservas de fosfocreatina 

en respuesta a un aumento agudo de la demanda energética en neuronas, es clave en 

el circuito fosfocreatina para mantener la homeostasis energética celular 

(Wallimann et al., 1992). De esta manera, la CKB provee a las neuronas de un 

reservorio y una fuente alternativa de ATP a la ruta glicólisis - ciclo de Krebs - 

fosforilación oxidativa, que también podría verse comprometida. 

Las proteínas del citoesqueleto GFAP, NEFL y NEFM mostraron una elevada 

tendencia a la lipoxidación. Son proteínas filamentosas compuestas de cadenas largas 

paralelas unidas por puentes disulfuro, lo que las hace muy estables y con altos 
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tiempos de vida media. Estos resultados coinciden con observaciones previas que 

muestran que los neurofilamentos son dianas principales de productos de la PL en el 

SNC (Perry et al., 2013; Wataya et al., 2002). También apoyan la idea de que la 

oxidación de ciertas proteínas del citoesqueleto se encuentra bajo un mecanismo de 

control redox a lo largo de la vida (Wataya et al., 2002). La posible implicación 

funcional de niveles constantes de oxidación en estas proteínas es un tema por 

explicar, quizás cierto grado de oxidación en determinadas proteínas del 

citoesqueleto pueda ser útil para su funcionamiento normal al añadir estabilidad por 

entrecruzamientos. En el caso de la TPP y la CFL1 mostraron una elevada presencia 

de bucles en su estructura, lo que las hace accesible a la oxidación, las posibles 

alteraciones o implicaciones que estas modificaciones puedan generar en el 

citoesqueleto celular, así como su papel en el envejecimiento quedan por determinar. 

La oxidación de chaperonas involucra moléculas mitocondriales (HSPD1) y 

citosólicas (HSPA8, CRYAB, PARK7). En conjunto, se encargan de generar y 

mantener el correcto plegamiento de las proteínas celulares (Broadley y Hartl, 2009), 

evitan la agregación proteica e incrementan la resistencia celular al daño oxidativo 

(Broadley y Hartl, 2009; Shendelman et al., 2004), mantienen la homeostasis 

mitocondrial (Broadley y Hartl, 2009; Chang et al., 2014b) y regulan la transcripción 

génica (Broadley y Hartl, 2009; Clements et al., 2006). Adicionalmente, se encontró 

modificada por NKT la UCHL1, ligasa de ubiquitina del sistema ubiquitina-

proteosoma, encargada de marcar proteínas alteradas para su degradación. De esta 

manera, diferentes miembros del sistema celular de edición de proteínas se lipoxidan 

lo cual compromete la proteostasis, ampliamentente reportada como alterada en el 

envejecimiento (López-Otín et al., 2013). 

Acerca de proteínas lipoxidadas relacionadas con la neurotransmisión, PEBP1 

modula a la enzima colina-acetiltransferasa durante la síntesis de acetilcolina 

(Ojika et al., 1998). La fosfoproteína SYN1 recubre vesículas sinápticas modulando 

su liberación, la transmisión sináptica y la plasticidad (Farisello et al., 2013). GOT1 

participa en la síntesis y regulación de los niveles de glutamato (Rink et al., 2011), el 

neurotransmisor responsable del 90 % de las sinapsis excitatorias en el cerebro. 

BASP1 se localiza en las terminales nerviosas, las cuales están enriquecidas en las 

vesículas sinápticas y en la fracción de balsas lipídicas de las membranas plasmáticas 

sinápticas (Zakharov et al., 2003); regula el transporte de decarboxilasas de 

glutamato a las terminales presinápticas, así como su anclaje a las vesículas 

sinápticas (Maekawa et al., 2013). DPYSL2 tiene funciones relevantes en la 

orientación de los axones y el crecimiento de las neuritas, así como en el tráfico de 

vesículas sinápticas y de receptores de glutamato NMDA (Martins de 

Souza et al., 2015). YWHAG es un miembro del grupo de proteínas 14-3-3, las 

cuales exhiben diferentes funciones reguladoras como la activación de las 

hidroxilasas de triptófano y tirosina, enzimas limitantes en la síntesis de serotonina y 

catecolaminas respectivamente (Steinacker et al., 2011). La síntesis de estos 

neurotransmisores también podría afectarse debido a la alteración estructural de la 

QDPR, la cual produce tetrahidrobiopterina (BH-4), una coenzima esencial para las 
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hidroxilasas de fenialalnina, tirosina y triptófano. La modificación estructural de 

estas proteínas unida a la elevada demanda energética hace a las sinapsis 

especialmente vulnerables al daño oxidativo. 

Más allá, el análisis de enriquecimiento funcional utilizando el programa 

Cytoscape con la información actual de las bases de datos GO, KEEG, REACTOME 

y STRING mostró que más de la mitad de las proteínas identificadas como 

modificadas por NKT se relaciona con el mantenimiento de la mielina. En el SNC de 

vertebrados, la mielina es una estructura multilamelar que encierra segmentos de los 

axones (Nave y Werner, 2014) e incrementa su velocidad de transmisión 

(Waxman, 1977), permitiéndoles soportar ráfagas de señales de alta frecuencia e 

integrar la información de las redes neuronales espacialmente distribuidas que 

soportan las funciones cognitivas y motoras (Fuster, 1999; Mesulam, 2000; 

Axmacher et al., 2006; Kreiman et al., 2006). Por ello, el mantenimiento de su 

integridad es necesario para el correcto desarrollo de las funciones cerebrales. De 

hecho, se ha descrito su deterioro con el envejecimiento y que el mismo se relaciona 

con una pérdida de conectividad y el decline de funciones cerebrales como el control 

motor y la memoria (Bartzokis et al., 2003; Bartzokis et al., 2007). El incremento con 

la edad del daño oxidativo de sus componentes o de moléculas involucradas en su 

mantenimiento puede contribuir a explicar este deterioro y la pérdida de conectividad 

asociada al mismo. 

Las proteínas BLVRB, CA y HB1A, relacionadas con el metabolismo del grupo 

hemo y la regulación del O2 y el CO2 están también dañadas oxidativamente. CA 

participa en la conversión del CO2 a bicarbonato y en la excreción del CO2.  BLVDR 

regula el paso final del metabolismo del grupo hemo, y también el metabolismo de la 

glucosa, además tiene efectos neuroprotectores (Baranano et al., 2002). HBA1 es un 

componente de la hemoglobina cuyo rol en el SNC es pobremente entendido. 

Ha sido hallada en neuronas, no obstante, su función exacta en las mismas queda por 

explorar (Biagioli et al., 2009); a mencionar, los niveles de hemoglobina están 

reducidos en neuronas en la EA (Ferrer et al., 2011). El daño oxidativo de estas 

proteínas identifica a la regulación del O2 y CO2 como un proceso disfuncional en el 

envejecimiento. 

Adicionalmente, las interacciones moleculares de estas proteínas se exploraron 

para identificar sistemas que puedan estar indirectamente dañados como resultado de 

la lipoxidación y la pérdida de la función proteica. La ubiquitina C se identificó 

como un nodo central de la red de interacciones. Su conjugación a proteínas tiene un 

rol vital en el sistema proteosomal y el recambio proteico, el cual está afectado en las 

enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento (Hoppe, 2010). En 

vista de que la conjugación de ubiquitina a proteínas blanco ocurre a través de los 

grupos ε-amino de la lisina, la aducción por NKT de este grupo pudiera limitar las 

interacciones ubiquitina-proteína y evitar la degradación de proteínas alteradas. 

Además, el 50 % de los sitios de unión a ubiquitina no participan en la degradación 

proteica por el sistema ubiquitina-proteosoma (Wagner et al., 2011), sugiriendo que 

la ubiquitina participa en otras vías moleculares. Si es así, dichas vías también 
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podrían desregularse como resultado de la ocupación por NKT de sitios de 

conjugación a ubiquitina.  

1.4. Aducción por NKT y oligómeros solubles 

Las estructuras proteicas aberrantes pueden generar oligómeros solubles, tales 

especies son reconocidas por su alto potencial citotóxico (Glabe, 2006; Guerrero-

Muñoz et al., 2014). Los mismos se detectaron usando el anticuerpo dependiente de 

conformación A11 (Glabe, 2004), el cual fue inicialmente diseñado para reconocer 

oligómeros solubles β-amiloides. La aducción por NKT genera estructuras aberrantes 

y favorece el entrecruzamiento y la agregación (Bernoud-Hubac y Roberts, 2002). 

Por esta razón, los niveles globales de aducción proteica por NKT y la presencia de 

oligómeros se analizaron en las tres regiones con mayor aumento de la lipoxidación 

con la edad de proteínas específicas (corteza frontal, corteza parietal y giro 

cingulado). Se encontró una correlación positiva significativa entre los niveles de 

aducción por NKT y los de oligómeros solubles en estas regiones corticales 

(confirmada mediante regresión múltiple), sugiriendo que la modificación de 

proteínas por NKT se relaciona con la formación de oligómeros. Estos últimos 

aumentan con la edad en las cortezas frontal y parietal, los niveles de NKT aumentan 

con la edad solo en la corteza frontal, mientras que en el giro cingulado ambos 

marcadores permanecen constantes a lo largo del tiempo. 

El análisis de componentes principales de estos datos evidenció relaciones 

estrechas entre las cortezas frontal y parietal y relativa independencia del giro 

cingulado durante el envejecimiento. Es interesante que esta relación entre las 

cortezas frontal y parietal coincide con hallazgos de la neurociencia cognitiva; 

estudios de tractografía han mostrado que existe un gradiente antero-posterior 

relacionado con la edad de alteraciones en los tractos de fibras de sustancia blanca 

que conectan estas cortezas (Davis et al., 2009); y también que existe  un 

reclutamiento compensatorio de la corteza parietal en sujetos mayores sanos para 

desarrollar tareas cognitivas frontales (Huang et al., 2012). 

De manera interesante, un amplio número de las proteínas identificadas como 

modificadas por NKT se describen como presentes en exosomas vesiculares 

extracelulares (tabla 7). Estas estructuras vesiculares actúan como mensajeros 

intercelulares que comunican células de igual o diferente tipo. Son esenciales para el 

normal funcionamiento fisiológico, pero, bajo circunstancias patológicas, pueden 

contribuir a potenciar el estrés y el daño celular (Allison y Chen, 2017). La 

propagación entre células/regiones de proteínas dañadas oxidativamente y especies 

moleculares aberrantes mediante los mismos podría contribuir a extender o 

comunicar sus efectos en el cerebro. 

Adicionalmente, estos hallazgos complementan observaciones previas de que 

niveles incrementados de oligómeros solubles existen en las cortezas frontal y 

entorrinal de sujetos de AE con estadios I-II de Braak y Braak, respecto a sujetos 

de ME. De esta manera, el incremento de oligómeros solubles es una característica 
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del envejecimiento normal, así como de los primeros estadios de la EA (López-

González et al., 2015). Dicho incremento es similar al de citoquinas y mediadores de 

la respuesta inmune en el cerebro de avanzada edad (López-González et al., 2015). Si 

estas coincidencias tienen una relación causa-efecto aún necesita ser investigado 

mediante modelos adecuados in vitro e in vivo. Sin embargo, el estudio de cerebros 

post mortem permite demostrar que tales cambios realmente existen en el cerebro 

humano y merecen ser investigados. 

2. Lipoxidación proteica y envejecimiento en el cerebro 

Los lípidos y sus metabolitos oxidados tienen un gran impacto en el 

envejecimiento y la neurodegeneración, participando, entre otros procesos, en el 

daño oxidativo a proteínas (Massey y Nicolaou, 2013; Naudí et al., 2015). 

Relativamente poco se sabe de la modificación global proteica por productos de PL 

durante el envejecimiento cerebral considerando las variaciones regionales. Por ello, 

se exploraron las variaciones en los niveles de lipoxidación proteica por NKT y 

MDA con la edad en doce regiones cerebrales de interés. 

2.1. NKT, producto de peroxidación lipídica del DHA, muestra 
variaciones discretas con la edad en el cerebro 

Niveles globales incrementados con la edad de modificación proteica por NKT se 

encontraron solamente en las cortezas frontal (en coincidencia con el análisis previo 

mediante slot-blot) y visual, y la sustancia nigra; a su vez niveles disminuidos se 

detectaron en tálamo. Lo cual sugiere que la variación del daño oxidativo con la edad 

debe ser interpretada en el contexto de marcadores y regiones cerebrales específicas. 

La producción de NKT depende de diferentes factores que incluyen los niveles de 

ROS y de DHA susceptibles de experimentar oxidación no enzimática. El DHA ha 

sido reportado como el PUFA más abundante en el cerebro con un tiempo de vida 

medio estimado de 2.1 años, evidenciando el elevado control de la preservación del 

pool de DHA en el cerebro humano (Naudí et al., 2015). La liberación de DHA 

unido a membrana es un proceso regulado enzimáticamente que limita el nivel de 

DHA libre citoplasmático (Lukiw y Bazan, 2008); además, la composición lipídica 

de las membranas celulares del cerebro cambia con la edad, reportándose una 

disminución en los niveles y en el recambio de PUFA, incluyendo al DHA 

(Ledesma et al., 2012; Naudí et al., 2015). Estos hechos ayudan a explicar el limitado 

número de regiones donde existe un aumento significativo del nivel global de 

proteínas modificadas por NKT con la edad, así como su disminución en el tálamo, 

lo cual podría reflejar los cambios del metabolismo lipídico, además de los de la 

producción de ROS. Por otra parte, se alinean con la propuesta de que el daño 

oxidativo a proteínas por NKT podría concentrarse en un grupo de proteínas 

especialmente susceptibles al mismo; lo cual puede no reflejarse en el análisis global 

del mismo al incluir este la señal de proteínas minoritarias que pueden ser 

subdetectadas al emplear la técnica de electroforesis bidimensonal. 
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2.2. MDA, producto de peroxidación lipídica del AA, muestra variaciones 
pronunciadas con la edad en el cerebro  

El tiempo de vida medio del AA en el cerebro se estima en 0.55 años 

(Rapoport et al., 2007), lo cual se puede considerar una tasa de recambio rápida 

respecto a la del DHA. Este elevado dinamismo del metabolismo del AA puede 

resultar en una mayor probabilidad de oxidaciones no enzimáticas por ROS. El 

metabolismo oxidativo incrementado del AA, por reacciones enzimáticas y no 

enzimáticas, es llamado “cascada del AA” (Rink y Khanna, 2011). Incluye la 

formación de productos lipoxidados y, también, proinflamatorios como 

prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos. De este modo, la cascada del AA 

amplifica la producción de especies reactivas y el daño oxidativo. 

En línea con estos hallazgos, la aducción de proteínas por MDA mostró un mayor 

número de cambios regionales con la edad en el cerebro en comparación con el NKT. 

Cinco regiones cerebrales (corteza frontal, corteza parietal, hipocampo, tálamo y 

putamen) mostraron un aumento de la aducción proteica por MDA en individuos de 

avanzada edad. A su vez, niveles disminuidos de modificación por MDA con la edad 

se observaron en corteza temporal y corteza entorrinal. Adicionalmente, el análisis de 

componentes principales para MDA evidenció la distribución más realista de los 

sujetos de acuerdo a su edad cronológica. Coincidentemente, la acumulación de 

aductos proteicos de MDA se ha relacionado con la formación de lipofuscina 

(Naudí et al., 2012), agregado intracelular compuesto de derivados de la oxidación de 

lípidos y proteínas, que se acumula linealmente con la edad en el SNC (Gray, 2005; 

Keller et al., 2004). Si la deposición regional de lipofuscina es paralela a la 

acumulación regional de aductos de MDA queda por explorar. 

2.3. Especificidad regional en el cerebro del daño lipoxidativo a 
proteínas durante el envejecimiento 

La toxicidad, así como las propiedades regulatorias y señalizadoras de los 

productos de PL, depende de su abundancia, reactividad y tiempo de vida media. 

Particularmente, su abundancia es dependiente de los niveles de PUFA precursores 

en cada región cerebral. Es posible estimar a partir del perfil de ácidos grasos en 

homogenados totales el PI de una región dada, el cual refleja la susceptibilidad a la 

PL (Hulbert et al., 2007; Pamplona et al., 2002). Las diferencias regionales de PI en 

el SNC se han explorado en un número limitado de regiones; según lo reportado para 

algunas de las regiones exploradas siguiendo el orden corteza frontal > corteza visual 

>hipocampo > sustancia nigra (Naudí et al., 2012). 

Acorde con la relación descrita, los presentes resultados muestran que la corteza 

frontal es la región con un mayor aumento de la aducción proteica por productos de 

PL con la edad, independientemente del marcador utilizado (NKT, MDA), y 

potencialmente más vulnerable con la edad. Diversas alteraciones han sido halladas 

en la corteza frontal con el envejecimiento, incluyendo altos niveles de oligómeros 

citotóxicos, citoquinas y diversos mediadores de la respuesta inmune (López-
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González et al., 2015), alteraciones en la transmisión sináptica (Erraji-Benchekroun 

et al., 2005), regresión de espinas y árboles dendríticos (Dickstein et al., 2007) y 

reducción del volumen de la materia gris y blanca (Resnick et al., 2003). El daño 

oxidativo por PL unido a dichos cambios podría contribuir a la disminución 

funcional con el envejecimiento de la corteza frontal. 

Otras seis regiones mostraron un incremento de la aducción proteica por 

productos de PL, dependiente del marcador usado (NKT: corteza visual y sustancia 

nigra; MDA: corteza parietal, hipocampo, tálamo y putamen). Se puede especular 

que esto sea un reflejo de la composición lipídica y PI particular de cada región, y 

sus posibles modificaciones durante el envejecimiento; sin embargo, se necesitan 

estudios sistemáticos en la materia para determinarlo. 

El tálamo es una región particularmente interesante donde coexisten un aumento 

en MDA y una disminución de NKT con la edad. El tálamo juega un rol crítico en la 

coordinación del flujo e integración de la información en procesos como la memoria, 

la atención y la percepción (Ystad et al., 2010); conectando con las cortezas frontal, 

parietal, temporal y occipital (Behrens et al., 2003). Se han observado reducciones de 

volumen con la edad en áreas del tálamo que conectan con la corteza frontal, sin 

cambios en áreas conectadas con otras regiones corticales (Hughes et al., 2012). De 

forma especulativa, se puede suponer que esta organización se apoye en perfiles 

moleculares particulares como el lipídico, susceptibles de cambios temporales. 

Adicionalmente, la estrecha comunicación tálamo-corteza frontal puede implicar la 

transmisión de moléculas como el MDA, el cual presenta un perfil de estrecha 

relación entre dichas regiones en el análisis de componentes principales. 

La corteza temporal y entorrinal mostraron una disminución del nivel de 

modificación proteico por MDA con la edad, coincidiendo con descripciones de una 

menor acumulación de lipofuscina en las neuronas temporales que en las frontales 

(Mountjoy et al., 2005). Se requiere profundizar el conocimiento de las relaciones 

entre PL, acumulación de lipofuscina y neurodegeneración.  

3. Mediadores del metabolismo lipídico y envejecimiento en 

el cerebro, relaciones con productos de peroxidación lipídica 

Bajos niveles de inflamación crónica se han descrito en el envejecimiento cerebral 

(Chung et al., 2011) y en enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad 

(Frank-Cannon et al., 2009; López-González et al., 2015). El metabolismo de PUFA, 

mediado entre otras moléculas por COX-2 y CYP2J2, produce mediadores de la 

respuesta inflamatoria; por ello, las variaciones con la edad de los niveles proteicos 

de dichas moléculas se exploraron en el envejecimiento cerebral.  

La COX-2 es una proteína con roles clave en la inflamación, el envejecimiento y 

la neurodegeneración (Chung et al., 2011; Minghetti, 2004). La expresión de COX-2 

es inducida en astrocitos y en microglia por diferentes estímulos inflamatorios, y es 

responsable de la producción de prostaglandinas en la inflamación aguda y en la 
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crónica (Hirst et al., 1999; Xia et al., 2015). La PGE2, un producto derivado de 

COX-2, puede producir neurotoxicidad y pérdida de neuronas dopaminérgicas 

(Carrasco et al., 2007); se ha sugerido que la PGE2 endógena ejerce un efecto 

estimulatorio moderado sobre la síntesis de NO (Minghetti et al., 1997). Además, las 

prostaglandinas pueden estimular la liberación dependiente de Ca2+ de glutamato en 

astrocitos, lo cual puede conllevar a excitotoxicidad mediada por glutamato 

(Hirst et al., 1999). También, la COX-2 puede causar citotoxicidad a través de la 

producción de ROS debida al paso de peroxidasa de su reacción (Minghetti, 2004). 

Por otra parte, una elevada expresión fisiológica de COX-2 existe en las neuronas 

glutamatérgicas de la corteza e hipocampo, y también en poblaciones neuronales 

discretas del cerebro anterior de ratón (Yamagata et al., 1993). Dicha expresión 

parece estar regulada por la actividad sináptica natural y se ha implicado en los 

procesos de aprendizaje y memoria (Chen et al., 2002; Teather, 2002). 

Se encontró un incremento de los niveles proteicos de COX-2 con la edad en 

cinco regiones cerebrales (corteza frontal, corteza parietal, corteza temporal, 

hipocampo y sustancia nigra), siendo por tanto su aumento característico del 

envejecimiento cerebral; previamente descrito y también asociado a la 

neurodegeneración (Minghetti, 2004; Weiner y Frenkel, 2006). Si el balance neto de 

este patrón es beneficioso o perjudicial aún se desconoce, pero para comprenderlo es 

necesario considerar los posibles efectos de COX-2 teniendo en cuenta los tipos 

celulares donde se produce; sin embargo, no es posible determinarlo con los 

presentes resultados, obtenidos a partir de homogenados de proteínas totales. 

Diferencias en los niveles de COX-2 fueron encontradas en regiones cerebrales 

con una alta expresión de esta proteína (Minghetti, 2004), pero también afectadas 

selectivamente por enfermedades neurodegenerativas asociadas con la edad 

(Mattson y Magnus, 2006). A modo de especulación, el incremento de la expresión 

de COX-2 a nivel neuronal podría estar relacionado con mecanismos moleculares 

compensatorios para mantener el rendimiento funcional. Además, la multiplicidad de 

funciones de acuerdo al tipo celular podría ayudar a explicar los resultados 

contradictorios que han arrojado estudios sobre el uso terapéutico de la inhibición de 

COX-2 en la EA: aunque elevados niveles de COX-2 se han reportado 

reiteradamente en la EA su inhibición no parece ser efectiva como terapia (Meraz-

Ríos et al., 2013). 

Por su parte, CYP2J2 (CYP450 familia 2 subfamilia J miembro 2) es una 

monoxigenasa que cataliza diversas reacciones implicadas en la síntesis de lípidos y 

colesterol, con actividad epoxigenasa en el metabolismo de PUFA (Murray, 2016). 

CYP2J2 genera epóxidos con variados efectos biológicos dependientes del tejido, 

aún poco estudiados, entre ellos actividad antiapoptótica y antinflamatoria 

(Murray, 2016). Sus niveles proteicos disminuyeron significativamente con la edad 

en la corteza frontal, la corteza temporal, el hipocampo y el tálamo, sugiriendo una 

posible disminución de la respuesta antinflamatoria mediada por CYP2J2 en estas 

regiones, a diferencia de en el núcleo caudado donde se detectó un aumento de sus 

niveles.  
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En particular en la microglia, los epóxidos producidos por CYP2J2 inhiben de 

forma dosis-dependiente la producción de dos clásicos marcadores proinflamatorios 

(IL-6 y NO) mientras que aumentan la de la citoquina antinflamatoria IL-10; por lo 

que se ha sugerido que modifican el fenotipo de la microglia de proinflamatorio a 

antinflamatorio de reparación (McDougle et al., 2017). En el envejecimiento cerebral 

se ha descrito la acumulación de microglia senescente, con señalización alterada y 

fenotipos proinflamatorios (Norden y Godbout, 2013). También, una diversidad 

regional característica en el perfil génico de expresión microglial modificada 

diferencialmente por la edad, en el sentido de una distinción creciente de la microglia 

cerebelosa y una distinción reducida de la microglia hipocampal de la de corteza 

(Grabert et al., 2016). En línea con estos hallazgos, las regiones de corteza frontal, 

corteza temporal e hipocampo comparten una disminición con la edad en los niveles 

de CYP2J2 (además de un aumento de los niveles de COX-2) con un potencial 

impacto sobre el proceso inflamatorio y la susceptibilidad a la neurodegeneración en 

estas regiones. 

Por otra parte, el metabolismo de lípidos y la PL generan una mezcla compleja de 

productos peroxidados, de los cuales se pensó originalmente que producían 

solamente efectos citotóxicos a través de daño oxidativo. Sin embargo, existen 

evidencias que estos compuestos intervienen en la señalización de respuestas 

celulares adaptativas (Minghetti et al., 1997; Pamplona, 2008). Más aún, se ha 

mostrado que otro producto de PL, el HNE, y proteínas LDL inducen 

cooperativamente la expresión génica de COX-2 (Uchida, 2008). Por lo que resultó 

interesante explorar las relaciones entre los mediadores del metabolismo lipídico 

COX-2 y CYP2J2 con los niveles de los productos de PL NKT y MDA.  

No se encontró ninguna correlación significativa entre los niveles de NKT y 

COX-2. Por otra parte, existió una correlación positiva entre los niveles de MDA y 

COX-2 en la corteza frontal, la corteza parietal y el hipocampo; mientras que existe 

una correlación negativa en la corteza temporal. Se encontraron correlaciones 

negativas significativas entre el NKT y el MDA con la proteína CYP2J2 solo en la 

corteza frontal. Sin embargo, al emplear análisis de regresión múltiple a fin de 

controlar el posible efecto de confusión de la variable edad solo en hipocampo se 

detectó un efecto significativo del nivel de MDA sobre el de COX-2 independiente 

de la misma. No fue por ello posible inferir una relación general entre los niveles de 

estas móleculas.  

A señalar, esta exploración de las relaciones entre las mismas se realizó de manera 

indirecta (proteínas modificadas por productos de PL), lo cual no descarta un posible 

efecto de estos productos de PL (NKT Y MDA) en su estado libre sobre la 

regulación de la expresión de estas enzimas del metabolismo lipídico. En particular, 

resultaría interesante la exploración de estas relaciones en hipocampo donde parece 

existir una relación entre el producto de PL MDA y la enzima COX-2. 
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4. Glicoxidación proteica y envejecimiento en el cerebro 

La glicoxidación de proteínas produce AGE que causan cambios estructurales 

importantes en estas moléculas, afectando su función y, en general, el 

funcionamiento celular (Trnková et al., 2015; Vistoli et al., 2013); pudiendo 

contribuir al decline funcional asociado al envejecimiento en el cerebro. De esta 

manera, se exploraron los patrones regionales de cambios con la edad en los niveles 

de los AGE CEL y CML, resultantes de la reacción de las RCS metilglioxal y glioxal 

con la lisina, respectivamente. 

El nivel de glicoxidación de proteínas resulta del balance, entre otros factores, de 

la producción de ROS, la tasa de reciclaje de proteínas y el contenido de RCS que 

pueden actuar como sustrato para la formación de AGE presentes en determinada 

región. De manera general, se considera que refleja la concentración de 

carbohidratos, involucrados en la glicólisis celular, que pueden generar RCS 

precursores de AGE como el CEL y el CML (Vistoli et al., 2013). Endógenamente, 

la principal ruta de formación de metilglioxal envuelve la degradación enzimática o 

no de intermediarios triosa-fosfato originados en la glicólisis, y el glioxal se genera 

esencialmente comenzando de azúcares por autoxidación o reacciones de Maillard 

(Trnková et al., 2015). 

La reacción de glicación, especialmente por azúcares, es relativamente lenta, por 

lo que la acumulación de AGE durante el proceso normal de envejecimiento ocurre 

en gran medida en proteínas de larga vida (Simm et al., 2015). Este hecho puede 

contribuir a explicar que, en sentido general, a diferencia de los marcadores de 

lipoxidación, la tendencia de la modificación de los niveles globales de glicoxidación 

proteica con el envejecimiento fue homogénea, un aumento, con patrones regionales 

específicos (CEL en corteza frontal, corteza temporal, núcleo caudado y vermis; 

CML en corteza frontal, corteza parietal, giro cingulado y corteza visual), a 

excepción de una disminución en hipocampo (CML). Resultados, también, en 

concordancia con reportes previos de un aumento de los niveles de glicoxidación con 

la edad (Jové et al., 2014), a la vez que con la existencia de un perfil de especificidad 

regional para estos marcadores en el cerebro. 

Una vez más, la corteza frontal mostró un aumento en el daño oxidativo a 

proteínas con la edad independientemente del marcador empleado. Dado que existe 

un aumento en los niveles de daño oxidativo a proteínas con la edad en corteza 

frontal independientemente del marcador empleado, es posible que en esta región 

factores como un aumento de ROS, la disminución en la defensa antioxidante y/o el 

fallo en la eliminación de proteínas dañadas jueguen un papel más relevante en 

determinar el nivel de proteínas dañadas que los sustratos que generan los 

marcadores específicos, mientras que otras regiones evidencian el daño oxidativo a 

proteínas de una manera más “perfil-metabólico-dependiente”. 

Aunque los carbohidratos son frecuentemente vistos como la principal fuente de 

metilglioxal y glioxal, estas RCS pueden formarse también como resultado de la PL 
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(Fu et al., 1996; Vistoli et al., 2013). En este sentido, es interesante señalar que varias 

de las regiones cerebrales exploradas mostraron aumentos con la edad en los 

marcadores de glicoxidación no coincidentes con las variaciones de los de 

lipoxidación (giro cingulado, corteza temporal, núcleo caudado y vermis). Es posible 

que las particularidades asociadas al estado redox celular y al uso metabólico de 

carbohidratos en estas regiones impliquen que el daño a proteínas por glicoxidación 

juegue un papel más relevante que la lipoxidación en las mismas. En particular, el 

hipocampo mostró un aumento con la edad en la lipoxidación por MDA y una 

disminución de glicoxidación por CML, lo cual podría reflejar una disminución del 

metabolismo de carbohidratos o energético en general. 

El cerebro consume grandes cantidades de energía metabólica (ATP) empleando 

esencialmente dos sustratos, la glucosa y el oxígeno. Existen variaciones en la 

producción y utilización de la energía metabólica de tipos celulares y regionales 

(Barros y Deitmer, 2010; Mielke et al., 1996), y consecuentemente en los ALE/AGE 

que se generan; contribuyendo a explicar la vulnerabilidad regional específica a la 

neurodegeneración. Resulta interesante mencionar que además de la glucosa 

empleada en la glicólisis concertada con el ciclo de Krebs y la fosforilación 

oxidativa, existe un 10-15 % de la glucosa en el cerebro que es metabolizada en 

“glicólisis aerobia” (Vaishnavi et al., 2010). El término se refiere al uso de la glucosa 

fuera de su papel habitual como sustrato para la fosforilación oxidativa en tejidos 

adecuadamente oxigenados, incluye a la glucosa que entra a glicólisis pero también 

la que pasa a la lanzadera de las pentosa-fosfato y a la síntesis de glicógeno 

(Vaishnavi et al., 2010). En esta línea, se ha descrito una congruencia entre las 

regiones cerebrales con mayor uso de glicólisis aerobia y la acumulación del péptido 

βA en pacientes con EA (Vlassenko et al., 2010). Es posible que la modificación del 

metabolismo energético en este sentido con la edad pueda contribuir también a 

explicar el patrón de regiones con aumento de AGE con la edad. 

Adicionalmente, los AGE pueden modificar la acción de las hormonas, citoquinas 

y radicales libres a través de la participación de receptores de la superficie celular 

como los RAGE, propiciando reacciones inflamatorias (Wei et al., 2013). Por lo que 

en las regiones con un aumento de AGE pueden, además, contribuir a generar un 

ambiente proinflamatorio con la edad mediado por estos productos. 

5. Mediadores de la respuesta antioxidante y envejecimiento 

en el cerebro 

En la actualidad, no se ha encontrado una relación clara y consistente entre 

estudios para la modificación de los niveles de antioxidantes durante el 

envejecimiento. Aunque los antioxidantes pueden proteger contra diversas 

enfermedades relacionadas con la edad, no parecen controlar la tasa de 

envejecimiento ya que especies de larga vida tienen bajos niveles de antioxidantes en 

sus tejidos y el aumento de los mismos no modifica la longevidad máxima 
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(Pamplona y Barja, 2007; Pérez-Campo et al., 1998). Hechos que constituyen puntos 

débiles de la teoría del estrés oxidativo del envejecimiento (López-Otín et al., 2013). 

Por otra parte, se acumula evidencia del papel de las ROS a niveles no tóxicos 

como moléculas de señalización que participan en el normal funcionamiento celular 

e inducen defensas ante el daño oxidativo (Sen y Packer, 1996; Labunskyy y 

Gladyshev, 2013). La producción intracelular compartimentalizada de ROS, 

particularmente el H2O2, y su modulación local por el sistema antioxidante son 

esenciales en la señalización redox (D’Autréaux y Toledano, 2007). Considerar los 

participantes y las implicaciones de este sistema de señalización en la supervivencia 

celular puede ayudar a reconciliar los hallazgos contradictorios en la relación de los 

niveles de antioxidantes en el envejecimiento. 

Según lo descrito en el acápite de introducción, las formas metabólicas más 

comunes de ROS son los radicales O2
-, H2O2 y OH•. El radical O2

- es producido, 

mayoritariamente, durante la respiración aerobia en la mitocondria, es un precursor 

de la formación de OH• catalizada por metales y se convierte en H2O2 menos 

reactivo. El H2O2 actúa como molécula de señalización al ser estable, con reactividad 

selectiva y capaz de difundir membranas, su toxicidad está dada por su 

transformación en OH•. El radical OH• es altamente reactivo, ataca la mayoría de las 

biomoléculas produciendo daños irreversibles. 

La eliminación de ROS se lleva a cabo, además de por antioxidantes no 

enzimáticos, por la acción concertada de diferentes enzimas, representada 

esquemáticamente en la figura 43.  

 

Figura 43. Representación esquemática de la producción y eliminación de especies reactivas 

del oxígeno en la célula. Se resaltan en rojo-naranja tenue las enzimas 

antioxidantes cuyas variaciones con la edad fueron exploradas. 
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Las enzimas antioxidantes SOD (convierten en O2
- en H2O2), catalasa (convierte 

H2O2 en O2
 y H2O) y GPX (elimina H2O2) constituyen la primera línea de defensa 

antioxidante en el cerebro humano (Salminen y Paul, 2014). La eliminación de H2O2 

y también de endoperóxidos lipídicos es llevada a cabo por la GPX dependiendo de 

las reservas de GSH celulares, las cuales se mantienen con la participación de la 

TRX. De esta manera, existen enzimas detoxificadoras sólo para el O2
- y el H2O2, 

con su eliminación se limita la formación de OH•. 

En el presente trabajo, los niveles de SOD1 (citosólica) aumentaron con la edad 

en la mitad de las regiones exploradas: hipocampo, tálamo, caudado, putamen, 

corteza visual y sustancia nigra. Por su parte, la SOD2 (mitocondrial) aumentó sus 

niveles con la edad en corteza parietal, corteza entorrinal, hipocampo, putamen y 

corteza visual, y los disminuyó en corteza temporal y sustancia nigra. La catalasa 

mostró un aumento con la edad en las cortezas temporal y visual, y una disminución 

en tálamo, caudado y sustancia nigra. La GPX4 mostró un aumento con la edad en la 

mitad de las regiones exploradas: corteza frontal, corteza entorrinal, hipocampo, 

tálamo, corteza visual y vermis. La TRX1 disminuyó sus niveles con la edad en las 

cortezas frontal, parietal, temporal y entorrinal, y los aumentó en sustancia nigra. 

Estas variaciones con la edad en el cerebro se representan esquemáticamente en la 

figura 44. 

 

Figura 44. Representación esquemática de las variaciones con la edad en el cerebro de los 

niveles de las enzimas antioxidantes exploradas y su posible efecto sobre el nivel 

de radicales libres. El sentido de las flechas indica aumento o disminución con la 

edad. CF: corteza frontal, CP: corteza parietal, CT: corteza temporal, CE: corteza 

entorrinal, H: hipocampo, TL: tálamo, CD: núcleo caudado, PT: putamen, 

CV: corteza visual, SN: sustancia nigra y VR: vermis. 

Dos regiones mostraron poca (vermis) o ninguna variación (giro cingulado) con la 

edad en los niveles de las enzimas antioxidantes exploradas, indicando un control 

estable de las ROS en las mismas. Estos resultados se alinean con las pocas 

variaciones detectadas en estas regiones en los marcadores de daño oxidativo 

(ninguna en los de PL) durante el envejecimiento. Podrían interpretarse como una 

menor vulnerabilidad de estas regiones al estrés oxidativo y a la acumulación de 
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daño por el mismo (más allá de sus niveles característicos), debido a la preservación 

de su balance redox con la edad. 

Dado que las enzimas antioxidantes trabajan sinérgicamente en el control de los 

niveles de ROS celulares, sus modificaciones con la edad y posibles implicaciones se 

analizan conjuntamente para el resto de las regiones.  

Así, con la edad, tres regiones (hipocampo, tálamo y corteza visual) mostraron un 

aumento en la eliminación de O2
- (citosólico o mitocondrial) acompañado de la de 

H2O2, sin una disminución de TRX1. En particular, la corteza visual mostró una 

fuerte respuesta antioxidante enzimática con la edad, con el aumento de los niveles 

de cuatro de las enzimas analizadas (SOD1, SOD2, CAT y GPX4), sin modificación 

de los de TRX1. En estas regiones, considerando las enzimas exploradas, parece 

existir un aumento en la producción de ROS (O2
- y H2O2) que puede ser eliminado, 

evadiendo los efectos nocivos sobre las biomoléculas de la posible generación de 

OH•. Sin embargo, estas variaciones podrían alterar la comunicación redox con 

resultados aún por investigar. 

 En el caso del estriado y la sustancia nigra, existió un aumento con la edad del 

nivel de enzimas encargadas de la eliminación de O2
- acompañado por la no 

modificación de los niveles en las que eliminan H2O2 (putamen) o por una 

disminución (catalasa en caudado y sustancia nigra). De esta manera, podría 

generarse un exceso de H2O2 no resuelto que altere el funcionamiento celular 

mediado por señalización redox y que, además, puede ser transformado en OH• 

potenciando el daño oxidativo. En este sentido, se sabe que el exceso de H2O2 es un 

fuerte inductor del fenotipo de senescencia celular (Ben-Porath y Weinberg, 2005). 

A señalar, además, parece existir un aumento con la edad en la respuesta 

antioxidante enzimática mediada por SOD1 en regiones basales del cerebro frente a 

la no modificación de sus niveles en zonas de corteza (exceptuando visual). De 

manera interesante, se ha reportado el incremento de los niveles de hierro con la edad 

en varias regiones basales del cerebro (Ward et al., 2014). Dado la elevada capidad 

de este metal para participar en ciclos redox en los que se producen especies 

reactivas, es posible que mecanismos compensatorios de defensa existan e involucren 

la expresión de SOD1. 

Por otra parte, las regiones de corteza, a excepción de la visual, presentaron una 

disminución en los niveles de TRX1 con la edad (cortezas frontal, parietal, temporal 

y entorrinal), además de modificaciones particulares de alguna otra de las enzimas 

exploradas. Por lo que, la reducción de los niveles de TRX1 parece ser característica 

de las zonas de corteza en el envejecimiento cerebral. Esta proteína garantiza la 

regeneración del estado reducido de moléculas antioxidantes que son empleadas por 

las enzimas eliminadoras de H2O2; entre ellas, la GRX, esencial para mantener la 

razón GSH:GSSG celular (Apel y Hirt, 2004). Su disminución podría contribuir a 

explicar las disminuciones de esta razón reportadas con la edad y la 

neurodegeneración en el cerebro (Perluigi et al., 2010; Romero et al., 1998). En este 

sentido, se ha descrito una disminución de TRX1 en la EA (Akterin et al., 2006), 
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indicando su importancia en la supervivencia celular.  Esta enzima es, además, capaz 

de reparar proteínas dañadas oxidativamente (Arnér y Holmgren, 2000). En células 

postmitóticas como las neuronas es esencial el control y la eliminación del daño 

oxidativo, dado la limitada posibilidad de “diluirlo” mediante divisiones celulares. 

Una disminución en los mecanismos disponibles para su reparación, puede contribuir 

a la acumulación de proteínas dañadas oxidativamente en estas regiones, susceptibles 

a los procesos de agregación. 

Por otra parte, también se exploraron en estas regiones las variaciones con la edad 

en los niveles del factor de transcripción Nrf2, un master regulator de la respuesta al 

estrés oxidativo (Niture et al., 2014), previamente relacionado con el envejecimiento 

(Suh et al., 2004; Valcarcel-Ares et al., 2012).  Se detectaron pocas variaciones con 

la edad en la banda biológicamente relevante de Nrf2 (~100 kDa) (Lau et al., 2012), 

una disminución en hipocampo y corteza visual, y un aumento en tálamo. Por lo que 

no existió una relación evidente entre la modificación de sus niveles y los de enzimas 

antioxidantes que regula. Esto podría relacionarse con el hecho de que los 

mecanismos de control de la expresión de enzimas antioxidantes son redundantes, 

compartidos entre diversos factores transcripcionales, lo cual también se evidencia en 

sus diferentes patrones de variación con la edad y por regiones. 

El Nrf2 regula la expresión de numerosos genes de enzimas detoxificantes y 

antioxidantes que incluyen a CYP450, mediadores de la síntesis del glutatión, 

chaperonas, enzimas del metabolismo energético, TRX y subunidades del 

proteasoma (Valcarcel-Ares et al., 2012). Por lo que su modulación con la edad, en 

las tres regiones en que ocurrió, podría tener un gran significado funcional. No 

obstante, es de mencionar, que tales efectos dependen de su translocación al núcleo, 

no explorado en el presente trabajo, y que podría ser también diferencial entre 

regiones y con la edad en el cerebro.  

Se ha descrito, también, que el Nrf2 es sustrato de caspasas generando un 

fragmento C-terminal de 30 kDa de interés biológico. El mismo puede inhibir la 

actividad transcripcional de Nrf2 en forma dosis-dependiente y actuar como 

molécula efectora downstream de caspasa-3 durante la apoptosis (Ohtsubo et al., 

1999). Los niveles de este fragmento aumentaron con la edad en las cortezas 

temporal y entorrinal, planteando la posibilidad de que estos mecanismos 

contribuyan a los déficits encontrados en las mismas con el envejecimiento y a su 

elevada susceptibilidad a la neurodegeneración. 

6. Componentes de la CTE mitocondrial y VDAC en el 

envejecimiento en el cerebro 

El cerebro representa solo el 2 % del peso corporal, no obstante, es uno de los 

órganos con mayor tasa metabólica del organismo, consumiendo el 20 % del oxígeno 

total corporal en reposo (Magistretti, 2000; Rink et al., 2011). De esta manera, la 

generación de energía metabólica en el mismo es altamente dependiente de la 

fosforilación oxidativa mitocondrial. Además, este proceso se considera la principal 



                                                                                                                                         Discusión 

 
~132~ 

fuente de ROS en la célula, lo que fundamenta la importancia de su adecuada 

regulación para la supervivencia celular. Por ello, se exploraron las variaciones 

regionales en el cerebro con la edad en los niveles de componentes de la CTE 

mitocondrial y del marcador de mitocondrias VDAC.  

 Existió una disminución de los niveles de VDAC en tres de las regiones 

exploradas: corteza frontal, corteza entorrinal y sustancia nigra; sugiriendo una 

disminución en el número de mitocondrias disponibles para producir ATP o 

mitocondrias alteradas en estas regiones. Coincidentemente, son regiones altamente 

vulnerables a la neurodegeneración, especialmente afectadas en la EA las dos 

primeras y en la EP la última; las enfermedades neurodegenerativas más 

frecuentemente asociadas a la edad en el SNC (Mattson y Magnus, 2006). También, 

se alinean con los resultados previamente descritos para las mismas de una 

disfunción mitocondrial con alteraciones en la morfología y perturbación de la 

homeostasis energética en la neurodegeneracion y el envejecimiento (Onyango et al., 

2010; Swerdlow, 2011). 

Por otra parte, en general, existió una amplia variación regional y con la edad en 

los niveles de las subunidades exploradas de los complejos mitocondriales del I al IV 

(de algunas de ellas: disminución en corteza frontal, corteza parietal, corteza 

entorrinal, hipocampo y corteza visual; aumento en giro cingulado, corteza temporal, 

tálamo y caudado; ambos en vermis) y poca en el CV (disminución en las cortezas 

parietal y temporal). Solo dos regiones no mostraron variaciones con la edad a nivel 

de complejos de la CTE mitocondrial (putamen y sustancia nigra).  

Estos datos muestran que la regulación del nivel de los complejos de la CTE, al 

menos del I al IV, se modifica ampliamente, respecto a regiones, en el cerebro 

humano con la edad. A resaltar, el hipocampo mostró una clara disminución del 

metabolismo energético con la edad, que afectó a tres de los complejos de la CTE 

mitocondrial (CI-III), en contraste con el patrón inverso en giro cingulado (aumento 

con la edad de CI-III). Estos cambios se alinean con el sentido del daño por 

glicoxidación a proteínas en estas regiones, indicando que, al menos en parte, el 

mismo refleja la dinámica del metabolismo energético en las mismas. Además, dos 

regiones (cortezas parietal y temporal) mostraron una disminución en los niveles del 

CV con la edad, responsable de la síntesis de ATP, lo cual podría traducirse en una 

baja disponibilidad del mismo que comprometa las reservas de energía celulares. 

Estos resultados coinciden con la ampliamente reportada disfunción mitocondrial 

asociada a la edad, una de las marcas moleculares del envejecimiento (López-

Otín et al., 2013), la cual resulta una característica generalizada en el cerebro. La 

amplia variación en los niveles de los integrantes de la CTE mitocondrial puede 

resultar en un déficit bioenergético celular, pero además tener implicaciones en la 

producción de los niveles de ROS celulares. Dado que el acoplamiento de sus 

integrantes es necesario para un eficiente funcionamiento de la misma, variaciones 

en componentes particulares podrían afectar el transporte de electrones y alterar la 

tasa de generación de ROS mitocondrial. 
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7. Componentes de la vía de respuesta celular NF-B y 

envejecimiento en el cerebro 

El papel del factor de transcripción redox sensible NF-κB en el mantenimiento del 

correcto funcionamiento celular es destacable, dado que coordina la transcripción de 

múltiples genes reguladores de la inmunidad, la inflamación, el desarrollo, la 

proliferación y la supervivencia celular (Trachootham et al., 2008). Dada la 

relevancia de estos procesos en el envejecimiento, se exploraron las variaciones en 

los niveles de algunos de sus componentes (p65, p50 e IκBα) con la edad en el 

cerebro. 

Se detectaron pocas variaciones con la edad y en cuanto a regiones cerebrales en 

los niveles de los componentes de la vía de respuesta NF-B explorados. La proteína           

NF-κB p65 mostró una disminución con la edad en tres regiones (corteza temporal, 

corteza entorrinal y caudado), NF-κB p50 un aumento en tres regiones (corteza 

frontal, giro cingulado y putamen), e IκBα una disminución en cuatro de las regiones 

cerebrales exploradas (giro cingulado, hipocampo, caudado y putamen). En conjunto, 

giro cingulado, caudado y putamen parecen ser las regiones en las que más 

comúnmente se modifica el nivel de los componentes de la vía NF-κB con la edad, 

sugiriendo una participación dinámica de la misma en la regulación. 

La activación de esta vía es constitutiva en el cerebro (Kaltschmidt et al., 1994), 

teniendo efectos diversos dependiendo del tipo celular. Se ha observado que en el 

cerebro la señalización por NF-κB se activa en procesos fisiológicos como la 

neurogénesis del hipocampo, el crecimiento neuronal, el aprendizaje y la memoria 

(Crampton y O’Keeffe, 2013), y también en patológicos como en la polarización 

funcional de la microglia (Brifault et al., 2015) y los astrocitos (Jha et al., 2016) 

hacia un fenotipo proinflamatorio en enfermedades neurodegenerativas 

(Frakes et al., 2014; Ghosh et al., 2007). Estas funciones podrían verse modificadas 

durante el envejecimiento en las regiones en que existió una variación en los niveles 

de los componentes de esta vía con la edad. La exploración de los tipos celulares en 

los que se modifican sus niveles con el envejecimiento puede contribuir a la 

comprensión de sus efectos en el mismo. 

Por otra parte, las ROS parecen tener efectos paradójicos en la regulación de    

NF-κB, pudiendo activar o inhibir su actividad en dependencia del nivel de ROS, 

tipo de estímulo y tipo celular. El aumento moderado de ROS a menudo conduce a la 

activación de NF-κB; por el contrario, un aumento severo de ROS puede inactivarlo 

conduciendo a la muerte celular (Trachootham et al., 2008). Es posible, que en 

regiones con elevado daño oxidativo con la edad (ej. corteza frontal) ocurran eventos 

de inactivación de esta vía perjudiciales para la supervivencia celular. 
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8. Variaciones regionales en procesos moleculares y 

funcionales en el envejecimiento en el cerebro 

A lo largo del presente trabajo se han identificado variaciones con la edad en 

diferentes moléculas y regiones cerebrales, muchas de las cuales se corroboran tras 

ajustar el posible efecto del azar sobre comparaciones múltiples mediante FDR. Lo 

cual apoya la existencia de dichas modificaciones con el envejecimiento en el 

cerebro. Sin embargo, el análisis de proteínas (genes) individuales diferencialmente 

expresadas permite dilucidar solo parcialmente los mecanismos moleculares 

subyacentes al proceso biológico de interés. Por esta razón, resulta muy informativo 

explorar las vías de señalización celulares y los procesos moleculares enriquecidos 

(diferencialmente expresados) en los grupos de estudio (ME/AE) y entre condiciones 

(regiones) empleando el conjunto global de los datos obtenido. 

En este sentido, como herramienta de análisis, el programa IPA ayuda a explorar 

conjuntos de datos de entrada, basándose en relaciones de enriquecimiento e 

interacción de genes (proteínas) contenidas en la base de datos manualmente curada 

Ingenuity® Knowledge Base (Krämer et al., 2014). Produce características de los 

conjuntos de datos introducidos con resultados estadísticos, como las principales 

funciones de las biomoléculas, vías canónicas, etc. Para generarlas interactúa con el 

conjunto de datos específico superponiéndolos en una red molecular global 

desarrollada a partir de la información almacenada en la Ingenuity® Knowledge 

Base (Krämer et al., 2014). Así, el análisis mediante IPA permitió la exploración en 

conjunto de los resultados, así como extender y traducir la información contenida a 

vías de interés con un potencial significado funcional en el proceso de 

envejecimiento en el cerebro. 

El análisis núcleo de IPA confirmó que las moléculas con variaciones 

significativas de sus niveles con la edad participan en la señalización de las vías 

canónicas disfunción mitocondrial, fosforilación oxidativa y relacionadas con la 

producción de ROS y el estrés oxidativo. Resultado esperado dado que se 

seleccionaron en este sentido. Sin embargo, también indican que sus patrones de 

variación con la edad involucran el funcionamiento de la regulación mediada por 

MIF de glucocorticoides y de la inmunidad innata (corteza frontal, corteza parietal y 

giro cingulado), y la señalización mediada por PEDF (corteza entorrinal y núcleo 

caudado). 

El factor de transcripción MIF es una proteína multifacética con funciones en la 

inmunidad innata y adquirida, la inflamación y la supervivencia celular. Presenta 

actividad proinflamatoria, al ser un regulador negativo de los efectos 

antinflamatorios e inmunosupresores de los glucocorticoides; pero también, posee 

actividad redox lo cual le permite inhibir la apoptosis inducida por estrés oxidativo y 

facilita la entrada de glucosa y su metabolismo durante la deprivación energética 

(Leyton-Jaimes et al., 2017). En el cerebro de ratas se ha descrito su expresión basal 

en las neuronas corticales y del hipocampo, el hipotálamo y el cerebelo 
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(Bacher et al., 1998). En la EA, en particular, se ha descrito tanto su aumento como 

disminución, con lo que se propone un papel de esta molécula en la misma, pero 

quedan por explorar los mecanismos de acción específicos (Leyton-

Jaimes et al., 2017). Por su parte, PEDF, es un potente factor neurotrófico 

ampliamente distribuido en el cerebro humano, incluidas las regiones exploradas 

(Tombran-Tink et. al, 1996). Promueve la supervivencia neuronal en el SNC al 

proteger de la citotoxicidad por glutamato y el daño oxidativo (Yabe et al., 2010). 

También, se ha descrito su aumento en neuronas y astrocitos corticales de pacientes 

con EA, lo cual se ha interpretado como un mecanismo compensatorio 

(Yamagishi et al., 2004). Es posible que estas moléculas también jueguen un papel 

relevante en los cambios asociados al envejecimiento y la vulnerabilidad regional en 

el cerebro, con lo que su investigación en este sentido resulta de interés. 

Por su parte, el análisis de comparación IPA predice que las vías canónicas 

respuesta de fase aguda, señalización PI3K/Akt, señalización mediada por PPAR y 

regulación mediada por MIF de la inmunidad innata (previamente comentado) 

presentan variaciones diferenciales entre regiones cerebrales en su tendencia a la 

activación o la inhibición durante el envejecimiento. Señalando que las mismas 

pueden ser claves para definir perfiles de vulnerabilidad regional en el cerebro con el 

envejecimiento. 

La señalización de respuesta de fase aguda responde a cambios sistémicos 

causados por un estado inflamatorio agudo (ej. controlados por IL-1 e IL-6), 

protegiendo del daño por el mismo al modificar dicha respuesta mediante la 

variación del tráfico celular y la liberación de mediadores de fase aguda (Kushner y 

Rzewnicki, 1994). La vía PI3K/Akt regula diferentes procesos involucrados en la 

supervivencia a partir de, entre otras señales, el estado bioenergético celular, y se 

considera muy relevante en el proceso de envejecimiento (López-Otín et al., 2013; 

Rollo 2010). En el SNC, se expresa predominantemente en neuronas y tiene impacto 

funcional sobre la plasticidad sináptica, la neurotransmisión, la proteostasis, el 

control metabólico y la respuesta al estrés (Neill, 2013). Por su parte, los receptores 

PPAR son activados por diferentes sustancias (ej. ácidos grasos y drogas 

hipolipídicas), produciendo la proliferación de los peroxisomas, y participando en la 

regulación de procesos como la inflamación, la homeostasis de la glucosa y la         

β-oxidación de ácidos grasos (Ahmadian et al., 2013). En conjunto, la modificación 

diferencial de estas vías apoya la relevancia de los procesos de inflamación, 

metabolismo energético y lipídico en definir el fenotipo de envejecimiento en el 

cerebro. 

El análisis del impacto de estas modificaciones en la señalización sobre procesos 

funcionales y enfermedades mostró que durante el envejecimiento en el cerebro se 

tiende a la activación de procesos relacionados con el daño en el SNC (ej. apoptosis 

y degeneración neuronal) en las cortezas frontal, parietal y temporal, y en menor 

medida en la sustancia nigra. Mientras tanto, las regiones giro cingulado, putamen, 

corteza visual y vermis muestran una tendencia a la protección ante el daño dada por 

la inactivación de procesos relacionados con el mismo. Por su parte, las regiones 
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corteza entorrinal, hipocampo, tálamo y núcleo caudado mostraron un perfil mixto a 

partir de la información de los datos disponibes. Este hecho puede reflejar la 

participación de moléculas no exploradas en definir el fenotipo de envejecimiento en 

estas regiones, pero también una elevada complejidad o menor homogeneidad 

metabólica en estas regiones.  

De esta manera, existe un perfil de vulnerabilidad regional asociado al 

envejecimiento en el cerebro, discernible a partir del perfil de expresión de las 

moléculas exploradas, involucradas en el balance redox celular y/o susceptibles de 

ser reguladas por el mismo. El mismo refleja en cierta medida, en su tendencia al 

daño, regiones muy vulnerables a la neurodegeneración asociada a la edad en el 

cerebro, apoyando la relevancia de los procesos redox en el envejecimiento y la 

susceptibilidad a la neurodegeneración. 
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1. Se identificaron 30 proteínas susceptibles de ser lipoxidadas por NKT con 

patrones de modificación respecto a la edad y regionales específicos; existió un 

marcado incremento de formas lipoxidadas de estas proteínas con la edad en CF, 

CP y GC. Su vulnerabilidad a la lipoxidación se relaciona, al menos en parte, 

con patrones de localización, estructurales y funcionales; y participan en 

procesos claves para la supervivencia celular y el funcionamiento cerebral que 

podrían verse afectados por su modificación estructural. El nivel global de 

modificación por NKT se relacionó con el nivel de oligómeros solubles en las 

regiones con mayor aumento de la lipoxidación con la edad de proteínas 

específicas (CF, CP y GC), lo cual podría favorecer procesos de agregación. 

2. La lipoxidación proteica mediada por NKT y MDA presenta cambios con la 

edad que ocurren de manera específica tanto para la región cerebral como el 

marcador estudiado. Los niveles globales de NKT se modificaron con la edad 

solo en 4 regiones cerebrales (CF, TL, CVi y SN), en contraste los de MDA lo 

hicieron en 7 de ellas (CF, CP, CT, CE, H, TL y PT), siendo este último el 

marcador que experimenta más acusadamente cambios asociados a la edad. 

Existe mayormente un aumento de la lipoxidación con la edad en las regiones en 

que varian sus niveles (excepto NKT en TL y MDA en CT y CE), que es posible 

detectar en CF con cualquiera de estos marcadores. Las particularidades de las 

modificaciones con la edad podrían reflejar, entre otros factores, perfiles 

metabólicos de ácidos grasos. 

3.  Los niveles de las enzimas COX-2 y CYP2J2 presentan variaciones con la edad 

y regionales en el cerebro. Existió una modificación de los niveles de COX-2 

con la edad en 5 regiones (aumento en CF, CP, CT, H y SN) y de los de CYP2J2 

también en 5 regiones (disminución en CF, CT, H y TL; aumento en CD); 

siendo el aumento de COX-2 característico del envejecimiento. Considerando 

los efectos generales pro- (COX-2) y anti- (CYP2J2) inflamatorios descritos de 

estas enzimas: CF, CT e H podrían ser regiones particularmente susceptibles a 

alteraciones inflamatorias con la edad que involucren el metabolismo lipídico. 

No fue posible establecer una relación general entre los niveles de expresión de 

estas enzimas y los de marcadores de lipoxidación independiente de la edad, 

aunque es posible que exista entre los niveles de MDA y COX-2 en H. 

4. Los niveles globales de glicoxidación proteica tienden a aumentar durante el 

envejecimiento con patrones regionales específicos (CEL en CF, CT, CD y VR; 

CML en CF, CP, GC y CVi), a excepción de una disminución en H (CML). 

Varias regiones mostraron aumentos con la edad en los marcadores de 

glicoxidación no coincidentes con las variaciones de los de lipoxidación 

(GC, CT, CD y VR); es posible que el daño a proteínas por glicoxidación juegue 

un papel más relevante en estas regiones que la lipoxidación. En particular, 

H mostró un aumento de MDA y una disminución de CML con la edad, lo cual 

podría reflejar una disminución del metabolismo de carbohidratos. 
 

Nota: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza entorrinal; 

H, hipocampo; TL, tálamo; CD, caudado; PT, putamen; CVi, corteza visual; SN, sustancia nigra; VR, vermis. 
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5. Se encontró una amplia modulación región-específica con la edad del nivel de 

enzimas antioxidantes. De acuerdo a la modificación de las enzimas exploradas 

(SOD1, SOD2, catalasa, GPX4 y TRX1) con la edad: GC y VR resultan 

regiones estables; H, TL y CVi regiones con defensas ante O2
- y H2O2; CD, PT y 

SN regiones con defensa ante el O2
- donde podría existir un exceso de H2O2; y 

CF, CP, CT y CE regiones con disminución de TRX1 que podría incidir en la 

disminución de los niveles de GSH. Destacan la fuerte respuesta antioxidante en 

CVi, el aumento preferencial de SOD1 en zonas basales y la disminución de 

TRX1 en cortezas. Los niveles del factor de transcripción Nrf2 mostraron 

variaciones región-específicas con la edad de potencial significado funcional: la 

banda de ~100 kDa (induce la expresión de genes diana) disminuyó en H y CVi, 

y aumentó en TL; el fragmento C-terminal de 30 kDa (pro-apoptótico) aumentó 

en CT y CE, y disminuyó en CF y CP. 

6. Se detectaron variaciones en los niveles de componentes de la CTE mitocondrial 

y del marcador de mitocondrias VDAC con patrones regionales específicos. 

Existió disminución de VDAC en CF, CE y SN, sugiriendo una disminución de 

las mitocondrias disponibles para sintetizar ATP. En general, existió una amplia 

variación con la edad y regional en los niveles de los complejos de la CTE del 

I al IV (modificado algunos de ellos en CF, CP, CT, GC, CE, H, TL, CD, CVi y 

VR; destacan el aumento de CI a CIII en GC y su disminución en H) y poca en 

el CV (disminución en CP y CT); dos regiones no mostraron variaciones a nivel 

de complejos (PT y SN). Estos datos ilustran las particularidades en el cerebro 

de la disfunción mitocondrial característica del envejecimiento. 

7. Se detectaron pocas variaciones con la edad y en cuanto a regiones cerebrales en 

los niveles de los componentes de la vía de respuesta NF-B explorados. La p65 

mostró una disminución en CT, CE y CD, p50 un aumento en CF, GC y PT, e 

IκBα una disminución en GC, H, CD y PT. En conjunto: GC, CD y PT resultan 

las regiones en las que más se modifican los componentes de la vía NF-κB con 

la edad, sugiriendo una participación dinámica de la misma en la regulación. 

8. Las moléculas modificadas con la edad en el cerebro participan en las vías 

canónicas disfunción mitocondrial, fosforilación oxidativa, relacionadas con la 

producción de ROS y estrés oxidativo, regulación por MIF de glucocorticoides y 

de la inmunidad innata, y señalización por PEDF. Se predicen con activación 

diferencial entre regiones las vías respuesta de fase aguda, señalización 

PI3K/Akt, señalización por PPAR y regulación por MIF de la inmunidad innata. 

El conjunto de datos permitió establecer un perfil de vulnerabilidad regional con 

el envejecimiento de regiones con tendencia al daño en el SNC (CF, CP, CT y 

SN), regiones con protección (GC, PT, CVi y VR) y regiones de 

comportamiento mixto (CE, H, TL y CD); la tendencia al daño refleja, en parte, 

regiones vulnerables a la neurodegeneración, apoyando la relevancia de los 

procesos redox en el envejecimiento y la susceptibilidad a la neurodegeneración. 
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Anexo1. Artículo publicado. 
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Anexo 2. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de NKT en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.921 0.173 9 1.091 0.162 9 t:-2.164 0.046 

CP 0.988 0.118 9 1.010 0.102 9 t:-0.429 0.674 

GC 0.938 0.099 9 1.062 0.201 9 t:-1.661 0.116 

CT 1.096 0.156 9 0.893 0.261 8 t:1.973 0.067 

CE 1.089 0.169 7 0.921 0.204 8 t:1.722 0.109 

H 0.906 0.514 9 0.945 0.481 9 t:-0.166 0.870 

Tl 1.223 0.194 9 0.775 0.225 9 t:4.522 0.0003 

Cd 0.757 0.968 9 1.243 0.451 9 t:-1.365 0.191 

Pt 1.158 0.325 9 0.840 0.319 9 t:2.092 0.053 

CV 0.751 0.305 9 1.251 0.527 9 t:-2.465 0.025 

SN 0.845 0.168 8 1.206 0.308 6 t:-2.827 0.015 

Vr 1.131 0.595 9 0.869 0.434 9 t:1.068 0.301 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 3. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de MDA en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.835 0.082 9 1.165 0.165 9 t:-5.385 0.0001 

CP 0.900 0.176 9 1.099 0.167 9 t:-2.463 0.026 

GC 0.992 0.243 9 1.008 0.164 9 t:-0.160 0.875 

CT 1.157 0.348 9 0.822 0.220 8 t:2.334 0.034 

CE 1.381 0.345 7 0.667 0.091 8 Z:3.125  0.002 

H 0.925 0.138 9 1.075 0.135 9 t:-2.327 0.033 

Tl 0.761 0.315 9 1.239 0.392 9 t:-2.851 0.012 

Cd 0.886 0.096 9 1.114 0.427 9 t:-1.557 0.139 

Pt 0.890 0.218 9 1.109 0.145 9 t:-2.505 0.023 

CV 0.982 0.534 9 1.018 0.508 9 t:-0.148 0.885 

SN 1.080 0.486 8 0.894 0.103 6 Z:0.387 0.699 

Vr 0.920 0.291 9 1.080 0.434 9 t:-0.919 0.372 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 4. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de COX-2 en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.618 0.271 9 1.398 0.592 9 t:-3.594 0.002 

CP 0.656 0.175 9 1.343 0.204 9 t:-7.678 0.000001 

GC 1.062 0.301 9 0.932 0.348 9 t:0.847 0.410 

CT 0.657 0.182 9 1.360 0.373 8 t:-5.036 0.0001 

CE 0.927 0.397 7 0.819 0.193 8 t:0.689 0.503 

H 0.749 0.426 9 1.240 0.529 9 t:-2.170 0.045 

Tl 0.980 0.234 9 1.015 0.448 9 t:-0.208 0.838 

Cd 0.959 0.104 9 1.035 0.132 9 t:-1.353 0.195 

Pt 1.024 0.417 9 0.969 0.435 9 t:0.272 0.789 

CV 1.060 0.221 9 0.937 0.308 9 t:0.975 0.344 

SN 0.917 0.126 8 1.116 0.113 6 t:-3.050 0.010 

Vr 1.088 0.074 9 0.906 0.392 9 Z:1.369 0.171 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 5. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CYP2J2 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.188 0.300 9 0.808 0.166 9 t:3.323 0.004 

CP 1.027 0.231 9 0.978 0.204 9 t:0.479 0.639 

GC 1.062 0.412 9 0.915 0.366 9 t:0.799 0.436 

CT 1.226 0.446 9 0.750 0.232 8 t:2.700 0.016 

CE 1.034 0.262 7 0.969 0.478 8 t:0.318 0.755 

H 1.153 0.241 9 0.856 0.235 9 t:2.653 0.017 

Tl 1.336 0.687 9 0.662 0.155 9 Z:2.605 0.009 

Cd 0.700 0.387 9 1.310 0.437 9 t:-3.136 0.006 

Pt 0.988 0.128 9 0.992 0.156 9 t:-0.064 0.950 

CV 1.055 0.248 9 0.960 0.168 9 t:0.951 0.356 

SN 1.072 0.269 8 0.902 0.166 6 t:0.904 0.366 

Vr 0.999 0.418 9 1.007 0.259 9 t:-0.051 0.960 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 6. Estadísticos del análisis de regresión múltiple para los niveles de COX-2 en 

función del de los productos de peroxidación lipídica y la edad. 

COX-2 / NKT + Edad 

 R2 F (p-valor) βNKT (p-valor) βEdad (p-valor) 

Corteza frontal 0.71 F(2,15) = 22.21 (0.00003) - 0.15 (0.29) 0.91 (0.00001) 

Corteza parietal 0.86 F(2,15) = 51.24 (0.00000) - 0.11 (0.25) 0.94 (0.00000) 

Giro cingulado 0.18 F(2,15) = 2.93 (0.08) 0.54 (0.04) - 0.44 (0.08) 

Corteza temporal 0.81 F(2,14) = 34.84 (0.00000) - 0.17 (0.23) 0.80 (0.00004) 

Corteza entorrinal 0.00 F(2,12) = 0.56 (0.59) 0.20 (0.53) - 0.13 (0.68) 

Hipocampo 0.30 F(2,15) = 4.58 (0.02) - 0.44 (0.06) 0.62 (0.01) 

Tálamo 0.00 F(2,15) = 0.28 (0.75) - 0.10 (0.77) 0.10 (0.77) 

Caudado 0.09 F(2,15) = 1.86 (0.19) 0.27 (0.26) 0.28 (0.25) 

Putamen 0.00 F(2,15) = 0.89 (0.43) 0.37 (0.20) 0.19 (0.49) 

Corteza visual 0.10 F(2,15) = 1.98 (0.17) - 0.08 (0.78) - 0.41 (0.17) 

Sustancia nigra 0.43 F(2,11) = 5.84 (0.01) - 0.13 (0.62) 0.79 (0.01) 

Vermis 0.00 F(2,15) = 0.70 (0.51) 0.28 (0.29) - 0.04 (0.89) 

COX-2 / MDA + Edad 

 R2 F (p-valor) ΒMDA (p-valor) βEdad (p-valor) 

Corteza frontal 0.72 F(2,15) = 22.74 (0.00003) - 0.26 (0.24) 1.06 (0.0002) 

Corteza parietal 0.84 F(2,15) = 46.24 (0.00000) 0.01 (0.92) 0.92 (0.00000) 

Giro cingulado 0.01 F(2,15) = 0.36 (0.70) 0.01 (0.97) - 0.21 (0.42) 

Corteza temporal 0.83 F(2,14) = 39.57 (0.00000) 0.24 (0.08) 1.05 (0.00000) 

Corteza entorrinal 0.00 F(2,12) = 0.64 (0.54) - 0.58 (0.47) - 0.77 (0.33) 

Hipocampo 0.40 F(2,15) = 6.67 (0.008) 0.55 (0.01) 0.24 (0.25) 

Tálamo 0.00 F(2,15) = 0.49 (0.62) - 0.26 (0.49) 0.36 (0.33) 

Caudado 0.25 F(2,15) = 3.43 (0.06) - 0.46 (0.06) 0.40 (0.07) 

Putamen 0.00 F(2,15) = 0.65 (0.53) - 0.33 (0.27) 0.18 (0.55) 

Corteza visual 0.12 F(2,15) = 2.13 (0.15) 0.13 (0.58) - 0.44 (0.07) 

Sustancia nigra 0.41 F(2,11) = 5.58 (0.02) 0.00 (0.99) 0.71 (0.01) 

Vermis 0.03 F(2,15) = 1.24 (0.31) 0.38 (0.15) - 0.21 (0.41) 
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Anexo 7. Estadísticos del análisis de regresión múltiple para los niveles de CYP2J2 en 

función del de los productos de peroxidación lipídica y la edad. 

CYP2J2 / NKT + Edad 

 R2 F (p-valor) βNKT (p-valor) βEdad (p-valor) 

Corteza frontal 0.34 F(2,15) = 5.34 (0.01) - 0.25 (0.27) - 0.51 (0.03) 

Corteza parietal 0.02 F(2,15) = 0.16 (0.85) - 0.09 (0.71) - 0.10 (0.69) 

Giro cingulado 0.00 F(2,15) = 0.22 (0.80) 0.00 (0.99) - 0.17 (0.56) 

Corteza temporal 0.25 F(2,14) = 3.66 (0.05) - 0.19 (0.47) - 0.68 (0.02) 

Corteza entorrinal 0.00 F(2,12) = 0.52 (0.61) 0.12 (0.69) - 0.19 (0.55) 

Hipocampo 0.35 F(2,15) = 5.72 (0.01) - 0.01 (0.96) - 0.65 (0.007) 

Tálamo 0.37 F(2,15) = 6.09 (0.01) - 0.14 (0.59) - 0.76 (0.01) 

Caudado 0.70 F(2,15) = 20.68 (0.00005) - 0.15(0.28) 0.88 (0.00001) 

Putamen 0.00 F(2,15) = 0.99 (0.39) - 0.39 (0.26) 0.03 (0.92) 

Corteza visual 0.08 F(2,15) = 1.75 (0.21) 0.01 (0.96) - 0.44 (0.14) 

Sustancia nigra 0.15 F(2,11) = 2.13 (0.16) - 0.06 (0.85) - 0.49 (0.16) 

Vermis 0.03 F(2,15) = 1.27 (0.31) 0.24 (0.34) - 0.24 (0.34) 

CYP2J2 / MDA + Edad 

 R2 F (p-valor) ΒMDA (p-valor) βEdad (p-valor) 

Corteza frontal 0.34 F(2,15) = 5.46 (0.02) - 0.39 (0.24) - 0.29 (0.39) 

Corteza parietal 0.01 F(2,15) = 0.09 (0.91) - 0.01 (0.99) - 0.11 (0.69) 

Giro cingulado 0.00 F(2,15) = 0.29 (0.75) - 0.09 (0.72) - 0.18 (0.48) 

Corteza temporal 0.29 F(2,14) = 4.37 (0.03) 0.33 (0.23) - 0.35 (0.21) 

Corteza entorrinal 0.01 F(2,12) = 1.07 (0.37) - 0.81 (0.29) - 1.01 (0.19) 

Hipocampo 0.36 F(2,15) = 5.76 (0.01) - 0.04 (0.84) - 0.64 (0.008) 

Tálamo 0.36 F(2,15) = 5.83 (0.01) 0.02 (0.94) - 0.68 (0.03) 

Caudado 0.78 F(2,15) = 31.57 (0.00000) - 0.31 (0.01) 0.87 (0.00001) 

Putamen 0.08 F(2,15) = 1.71 (0.21) 0.45 (0.12) - 0.03 (0.90) 

Corteza visual 0.25 F(2,15) = 3.83 (0.04) 0.39 (0.08) - 0.38 (0.08) 

Sustancia nigra 0.25 F(2,11) = 3.12 (0.08) 0.32 (0.25) - 0.39 (0.16) 

Vermis 0.00 F(2,15) = 0.83 (0.45) 0.10 (0.69) - 0.33 (0.22) 
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Anexo 8. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CEL en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.758 0.261 9 1.245 0.303 9 t:-3.656 0.002 

CP 1.040 0.382 9 0.958 0.204 9 t:-0.044 0.965 

GC 1.012 0.247 9 0.988 0.276 9 t:0.194 0.848 

CT 0.750 0.252 9 1.279 0.527 8 t:-2.693 0.017 

CE 1.067 0.405 7 0.944 0.306 8 t:-0.116 0.908 

H 0.801 0.363 9 0.849 0.426 9 t:-0.259 0.799 

Tl 1.730 3.667 9 0.270 0.063 9 Z:1.722 0.085 

Cd 0.632 0.316 9 1.036 0.281 9 t:-2.872 0.011 

Pt 0.960 0.348 9 1.042 0.240 9 t:-0.578 0.571 

CV 1.026 0.304 9 0.975 0.564 9 t:0.242 0.812 

SN 0.906 0.357 8 1.126 0.613 6 t:-0.845 0.415 

Vr 0.742 0.147 9 1.257 0.352 9 t:-4.048 0.001 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 9. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CML en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.844 0.120 9 1.154 0.297 9 t:-2.897 0.011 

CP 0.893 0.120 9 1.107 0.131 9 t:-3.622 0.002 

GC 0.519 0.122 9 1.204 0.596 9 t:-3.378 0.004 

CT 1.245 0.634 9 0.680 0.301 8 Z:1.732 0.083 

CE 0.963 0.105 7 1.032 0.065 8 t:-1.532 0.149 

H 0.801 0.363 9 0.849 0.426 9 t:-0.259 0.799 

Tl 1.077 0.338 9 0.925 0.543 9 t:1.722 0.085 

Cd 0.837 0.305 9 0.719 0.592 9 t:1.280 0.200 

Pt 0.966 0.192 9 1.011 0.401 9 t:0.132 0.895 

CV 0.406 0.216 9 0.927 0.501 9 t:-2.428 0.015 

SN 1.027 0.228 8 0.966 0.082 6 t:0.620 0.547 

Vr 1.018 0.417 9 0.871 0.468 9 t:0.701 0.494 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 10. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de SOD1 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.957 0.284 9 1.036 0.240 9 t:-0.635 0.534 

CP 1.019 0.177 9 0.980 0.112 9 t:0.551 0.589 

GC 0.950 0.151 9 1.060 0.296 9 t:-0.997 0.334 

CT 1.021 0.651 9 0.793 0.636 8 t:0.729 0.477 

CE 1.019 0.321 7 0.979 0.183 8 t:0.308 0.763 

H 0.818 0.389 9 1.173 0.183 9 t:-2.480 0.025 

Tl 0.382 0.169 9 1.287 0.763 9 Z:-2.782 0.005 

Cd 0.369 0.164 9 1.233 0.457 9 t:-5.337 0.0001 

Pt 0.608 0.217 9 1.386 0.384 9 t:-5.285 0.0001 

CV 0.512 0.205 9 0.929 0.566 9 t:-2.076 0.049 

SN 0.802 0.280 8 1.265 0.398 6 t:-2.563 0.025 

Vr 0.926 0.319 9 1.082 0.571 9 t:-0.714 0.486 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 11. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de SOD2 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.046 0.341 9 0.952 0.386 9 t:0.548 0.591 

CP 0.716 0.291 9 1.282 0.490 9 t:-2.979 0.009 

GC 0.875 0.327 9 1.075 0.511 9 t:-0.987 0.338 

CT 1.181 0.502 9 0.746 0.236 8 t:2.232 0.041 

CE 0.794 0.269 7 1.172 0.284 8 t:-2.637 0.021 

H 0.830 0.260 9 1.174 0.469 9 t:-1.923 0.072 

Tl 0.870 0.247 9 1.132 0.532 9 t:-1.338 0.200 

Cd 1.006 0.167 9 0.991 0.412 9 t:0.100 0.922 

Pt 0.734 0.162 9 1.254 0.359 9 t:-3.956 0.001 

CV 0.701 0.176 9 1.302 0.367 9 t:-4.431 0.0004 

SN 1.079 0.424 8 0.568 0.229 6 t:2.657 0.021 

Vr 0.922 0.438 9 1.081 0.353 9 t:-0.845 0.411 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 12. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de catalasa 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.924 0.210 9 1.075 0.324 9 t:-1.177 0.256 

CP 0.978 0.279 9 1.015 0.161 9 t:-0.341 0.737 

GC 0.893 0.229 9 1.100 0.303 9 t:-1.636 0.121 

CT 0.703 0.242 9 1.084 0.434 8 t:-2.272 0.038 

CE 1.136 0.427 7 0.872 0.200 8 t:1.568 0.141 

H 1.054 0.559 9 0.920 0.371 9 t:0.602 0.555 

Tl 1.256 0.402 9 0.747 0.189 9 t:3.443 0.003 

Cd 1.248 0.467 9 0.753 0.236 9 t:2.836 0.012 

Pt 0.994 0.440 9 0.997 0.468 9 t:-0.014 0.989 

CV 0.736 0.202 9 1.254 0.300 9 t:-4.296 0.001 

SN 1.138 0.450 8 0.707 0.077 6 Z:2.066 0.039 

Vr 0.882 0.501 9 0.539 0.265 9 Z:1.457 0.145 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 13. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de GPX4 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.798 0.239 9 1.201 0.345 9 t:-2.879 0.011 

 
CP 0.954 0.278 9 1.045 0.114 9 t:-0.910 0.376 

 
GC 0.942 0.195 9 1.057 0.232 9 t:-1.139 0.271 

 
CT 0.855 0.405 9 1.149 0.421 8 t:-1.468 0.163 

 
CE 1.136 0.427 7 0.872 0.200 8 t:1.568 0.141 

 
H 0.462 0.146 9 1.080 0.739 9 Z:-2.163 0.031 

Tl 0.661 0.256 9 1.232 0.667 9 Z:-2.517 0.012 

Cd 1.043 0.392 9 0.966 0.555 9 t:0.338 0.740 

Pt 0.899 0.222 9 1.102 0.306 9 t:-1.610 0.127 

CV 0.853 0.137 9 1.156 0.293 9 Z:-2.163 0.031 

SN 0.863 0.288 8 1.177 0.288 6 t:-2.021 0.066 

Vr 0.731 0.270 9 1.264 0.408 9 t:-3.268 0.005 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 14. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de TRX1 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.505 0.650 9 0.488 0.075 9 t:4.667 0.0003 

CP 1.235 0.388 9 0.752 0.224 9 t:3.236 0.005 

GC 1.128 0.272 9 0.888 0.315 9 t:1.729 0.103 

CT 1.216 0.526 9 0.423 0.322 8 t:3.684 0.002 

CE 1.238 0.357 7 0.786 0.275 8 t:2.768 0.016 

H 0.891 0.228 9 1.115 0.374 9 t:-1.534 0.145 

Tl 0.864 0.595 9 0.811 0.620 9 t:0.185 0.856 

Cd 1.010 0.082 9 0.989 0.225 9 t:0.260 0.799 

Pt 1.036 0.386 9 0.860 0.249 9 t:1.151 0.267 

CV 1.062 0.158 9 0.939 0.273 9 Z:1.015 0.310 

SN 0.657 0.310 8 1.452 0.836 6 t:-2.501 0.028 

Vr 0.690 0.211 9 1.074 0.536 9 t:-2.005 0.062 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 15. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de Nrf2 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 100 kDa 1.166 0.791 9 0.839 0.401 9 t:1.107 0.285 

65 kDa 1.122 0.602 9 0.882 0.415 9 t:0.982 0.341 

30 kDa 1.233 0.447 9 0.767 0.353 9 t:2.458 0.026 

CP 100 kDa 1.082 0.406 9 0.866 0.404 9 t:1.128 0.276 

65 kDa 0.848 0.276 9 1.164 0.428 9 t:-1.865 0.081 

30 kDa 1.081 0.090 9 0.925 0.145 9 t:2.751 0.014 

GC 100 kDa 0.943 0.297 9 1.059 0.552 9 t:-0.557 0.585 

65 kDa 0.945 0.179 9 1.055 0.259 9 t:-1.045 0.311 

30 kDa 1.084 0.144 9 0.917 0.207 9 t:1.993 0.064 

CT 100 kDa 0.915 0.469 9 1.094 0.325 8 Z:-0.385 0.700 

65 kDa 0.943 0.135 9 1.062 0.243 8 t:-1.263 0.226 

30 kDa 0.849 0.322 9 1.175 0.282 8 t:-2.206 0.043 

CE 100 kDa 0.859 0.408 7 1.110 0.112 8 Z:-1.504 0.132 

65 kDa 0.933 0.322 7 1.055 0.128 8 Z:-0.347 0.728 

30 kDa 0.694 0.451 7 1.248 0.327 8 t:-2.746 0.017 

H 100 kDa 1.107 0.236 9 0.896 0.139 9 t:2.299 0.035 
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65 kDa 1.104 0.102 9 0.901 0.181 9 t:2.917 0.010 

30 kDa 1.071 0.293 9 0.926 0.276 9 t:1.076 0.298 

Tl 100 kDa 0.928 0.115 9 1.088 0.108 9 t:-3.046 0.008 

65 kDa 1.083 0.227 9 0.923 0.149 9 t:1.764 0.097 

30 kDa 0.986 0.203 9 1.015 0.097 9 t:-0.389 0.702 

Cd 100 kDa 0.840 0.178 9 1.156 0.658 9 t:-0.927 0.354 

65 kDa 0.927 0.159 9 1.080 0.485 9 Z:0.044 0.965 

30 kDa 0.848 0.081 9 1.148 0.596 9 Z:-0.839 0.402 

Pt 100 kDa 1.037 0.486 9 0.953 0.255 9 t:0.459 0.652 

65 kDa 1.074 0.463 9 0.921 0.254 9 Z:0.044 0.965 

30 kDa 1.051 0.218 9 0.948 0.198 9 Z:1.545 0.122 

CV 100 kDa 1.303 0.433 9 0.664 0.263 9 t:3.785 0.002 

65 kDa 0.890 0.157 9 1.180 0.661 9 Z:-0.662 0.508 

30 kDa 1.049 0.199 9 0.938 0.319 9 t:0.884 0.390 

SN 100 kDa 1.060 0.416 8 0.925 0.502 6 t:0.552 0.591 

65 kDa 1.020 0.326 8 0.970 0.189 6 t:0.336 0.743 

30 kDa 1.050 0.346 8 0.930 0.264 6 t:0.704 0.495 

Vr 100 kDa 0.924 0.328 9 1.081 0.203 9 t:-1.224 0.239 

65 kDa 1.003 0.257 9 0.997 0.137 9 Z:-0.574 0.566 

30 kDa 0.958 0.279 9 1.043 0.214 9 t:-1.192 0.233 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 16. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de VDAC 

en cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.317 0.373 9 0.690 0.096 9 Z:2.870 0.004 

CP 0.809 0.243 9 1.188 0.454 9 t:-2.206 0.042 

GC 0.898 0.357 9 1.081 0.693 9 t:-0.704 0.492 

CT 0.976 0.206 9 1.023 0.167 8 Z:-0.866 0.386 

CE 1.304 0.398 7 0.728 0.138 8 t:3.855 0.002 

H 1.092 0.113 9 0.911 0.260 9 t:1.913 0.074 

Tl 1.156 0.409 9 0.845 0.350 9 t:1.731 0.103 

Cd 1.126 0.317 9 0.830 0.476 9 t:1.554 0.140 

Pt 1.008 0.295 9 0.981 0.193 9 t:0.234 0.818 

CV 0.828 0.742 9 1.207 0.410 9 t:-1.339 0.199 

SN 1.099 0.179 8 0.864 0.216 6 t:2.227 0.046 

Vr 1.028 0.454 9 0.832 0.153 9 Z:1.104 0.270 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 17. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CI en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.017 0.482 9 0.765 0.172 9 Z:1.192 0.233 

CP 1.145 0.355 9 0.828 0.205 9 t:2.312 0.034 

GC 0.733 0.195 9 1.271 0.238 9 t:-5.245 0.0001 

CT 0.847 0.104 9 1.179 0.295 8 t:-3.172 0.006 

CE 0.747 0.236 7 1.224 0.294 8 t:-3.425 0.005 

H 1.310 0.518 9 0.667 0.191 9 Z:2.428 0.015 

Tl 0.796 0.288 9 1.197 0.711 9 Z:-1.722 0.085 

Cd 0.876 0.463 9 1.125 0.395 9 t:-1.230 0.237 

Pt 1.047 0.323 9 0.950 0.298 9 t:0.665 0.515 

CV 1.134 0.562 9 0.859 0.256 9 t:1.335 0.201 

SN 0.771 0.540 8 1.305 0.990 6 t:-1.301 0.218 

Vr 0.814 0.203 9 1.192 0.491 9 t:-1.369 0.171 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 18. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CII en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.992 0.474 9 0.720 

 
0.142 9 Z:1.369 0.171 

CP 1.086 0.259 9 0.763 

 
0.496 9 Z:2.693 0.007 

GC 0.626 0.165 9 1.219 

 
0.411 9 Z:-3.576 0.0003 

CT 1.032 0.293 9 0.969 

 
0.151 8 t:0.546 0.593 

CE 0.861 0.389 7 1.120 

 
0.320 8 t:-1.414 0.181 

H 1.315 0.488 9 0.688 

 
0.214 9 t:3.532 0.003 

Tl 0.641 0.104 9 1.362 

 
0.707 9 Z:-3.400 0.001 

Cd 0.810 0.247 9 1.188 

 
0.629 9 Z:-1.015 0.310 

Pt 1.007 0.213 9 0.987 

 
0.521 9 t:0.105 0.918 

CV 1.175 0.205 9 0.822 

 
0.269 9 t:3.129 0.006 

SN 0.829 0.758 8 1.231 

 
1.086 6 t:-1.033 0.302 

Vr 1.093 0.195 9 0.901 

 
0.272 9 t:1.721 0.105 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 19. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CIII en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.147 0.414 9 0.812 0.177 9 Z:2.075 0.038 

CP 0.960 0.346 9 0.913 0.472 9 Z:0.662 0.508 

GC 0.733 0.217 9 1.159 0.444 9 Z:-2.340 0.019 

CT 1.027 0.282 9 0.971 0.174 8 t:0.476 0.641 

CE 0.873 0.475 7 1.111 0.258 8 t:-1.232 0.240 

H 1.381 0.476 9 0.562 0.139 9 Z:3.223 0.001 

Tl 0.686 0.108 9 1.324 0.642 9 Z:-3.223 0.001 

Cd 0.685 0.244 9 1.212 0.486 9 Z:-2.605 0.009 

Pt 0.998 0.536 9 1.007 0.460 9 Z:0.132 0.895 

CV 1.212 0.511 9 0.778 0.321 9 Z:-3.311 0.001 

SN 0.860 0.751 8 1.192 1.120 6 Z:-0.516 0.606 

Vr 1.106 0.146 9 0.891 0.253 9 Z:2.215 0.042 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 20. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CIV en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.032 0.452 9 0.975 0.181 9 t:0.349 0.732 

CP 1.076 0.421 9 0.908 0.302 9 t:0.976 0.343 

GC 0.925 0.406 9 1.078 0.199 9 t:-1.013 0.326 

CT 0.874 0.162 9 1.138 0.222 8 t:-2.828 0.013 

CE 0.914 0.279 7 1.077 0.253 8 t:-1.183 0.258 

H 1.089 0.489 9 0.909 0.238 9 t:0.995 0.334 

Tl 1.033 0.128 9 0.958 0.298 9 t:0.694 0.498 

Cd 0.830 0.175 9 1.179 0.386 9 t:-2.466 0.025 

Pt 1.056 0.529 9 0.945 0.349 9 t:0.525 0.607 

CV 1.203 0.313 9 0.791 0.354 9 t:2.613 0.019 

SN 0.849 0.660 8 1.202 0.618 6 t:-1.017 0.329 

Vr 0.815 0.116 9 1.190 0.344 9 Z:-2.340 0.019 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 21. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de CV en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.973 0.144 9 1.020 0.240 9 Z:0.751 0.453 

CP 1.216 0.452 9 0.781 0.317 9 t:2.362 0.031 

GC 0.819 0.279 9 0.861 0.522 9 t:-0.215 0.833 

CT 1.061 0.081 9 0.925 0.117 8 t:2.809 0.013 

CE 0.931 0.204 7 1.067 0.214 8 t:-1.254 0.232 

H 0.890 0.222 9 1.105 0.315 9 t:-1.673 0.114 

Tl 1.021 0.171 9 0.984 0.141 9 t:0.496 0.626 

Cd 0.882 0.188 9 1.125 0.554 9 Z:-1.015 0.310 

Pt 0.807 0.357 9 0.950 0.395 9 Z:-1.104 0.270 

CV 1.204 0.551 9 0.797 0.297 9 t:1.949 0.069 

SN 1.002 0.198 8 1.000 0.402 6 t:0.011 0.991 

Vr 1.040 0.439 9 0.958 0.151 9 t:0.529 0.604 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 22. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de p65 en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 1.052 0.545 9 0.945 0.508 9 t:0.432 0.672 

CP 0.848 0.276 9 1.164 0.428 9 t:-1.865 0.081 

GC 0.959 0.182 9 1.030 0.255 9 t:-0.684 0.504 

CT 1.280 0.437 9 0.682 0.169 8 t:3.625 0.002 

CE 1.283 0.517 7 0.677 0.137 8 t:3.206 0.007 

H 1.062 0.376 9 0.958 0.261 9 t:0.680 0.506 

Tl 1.094 0.326 9 0.906 0.173 9 t:1.529 0.146 

Cd 1.430 0.375 9 0.570 0.256 9 t:5.691 0.00003 

Pt 0.993 0.231 9 1.010 0.162 9 t:-0.180 0.860 

CV 1.087 0.214 9 0.907 0.335 9 t:1.356 0.194 

SN 0.845 0.400 8 1.200 0.591 6 t:-1.346 0.203 

Vr 0.998 0.241 9 1.006 0.475 9 t:-0.045 0.965 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 23. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de p50 en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.865 0.242 9 1.120 0.284 9 t:-2.053 0.057 

CP 1.077 0.206 9 0.914 0.195 9 t:1.722 0.104 

GC 0.771 0.181 9 1.236 0.353 9 t:-3.518 0.003 

CT 0.934 0.638 9 0.624 0.538 8 t:0.962 0.336 

CE 1.169 0.589 7 0.830 0.312 8 t:1.421 0.179 

H 0.920 0.182 9 1.073 0.449 9 t:-0.947 0.358 

Tl 1.000 0.576 9 0.992 0.671 9 t:0.026 0.979 

Cd 0.977 0.274 9 1.037 0.514 9 t:-0.311 0.760 

Pt 0.668 0.342 9 1.343 0.370 9 t:-4.012 0.001 

CV 0.879 0.358 9 1.127 0.516 9 t:-1.184 0.254 

SN 0.977 0.155 8 1.030 0.186 6 t:-0.582 0.572 

Vr 0.997 0.391 9 1.001 0.349 9 t:-0.025 0.980 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 

 

Anexo 24. Estadísticos y comparaciones entre grupos de edad para los niveles de IκBα en 

cada región cerebral. 

Región Grupo de mediana edad Grupo de avanzada edad Test estadístico 

 Media 
Desviación 

estándar 
n Media 

Desviación 

estándar 
n Valor p 

CF 0.994 0.310 9 1.000 0.414 9 t:-0.031 0.976 

CP 1.073 0.586 9 0.831 0.373 9 t:1.047 0.311 

GC 1.171 0.233 9 0.831 0.399 9 t:2.205 0.042 

CT 1.202 0.448 9 0.778 0.556 8 t:1.744 0.102 

CE 0.989 0.339 7 1.013 0.259 8 t:-0.154 0.880 

H 1.170 0.355 9 0.831 0.335 9 t:2.083 0.049 

Tl 1.106 0.322 9 0.890 0.277 9 t:1.520 0.148 

Cd 1.151 0.308 9 0.854 0.283 9 t:2.132 0.049 

Pt 1.348 0.466 9 0.646 0.231 9 t:4.044 0.001 

CV 0.937 0.211 9 1.027 0.356 9 t:-0.647 0.527 

SN 0.984 0.223 8 1.010 0.237 6 t:-0.211 0.836 

Vr 0.915 0.461 9 1.071 0.709 9 t:-0.555 0.586 

Notas: CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza temporal; CE, corteza 

entorrinal; H, hipocampo; Tl, tálamo; Cd, caudado; Pt, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia nigra;      

Vr, vermis; t, t de Student; Z, U de Mann-Whitney. 
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Anexo 25. Ajuste para comparaciones múltiples por FDR mediante el método de 

Benjamini y Hochberg. 

Molécula p-valor 
Rango 

(i) 

d*i/n 

(d=0.05) 

Significativo 

FDR = 5% 

d*i/n 

(d=0.1) 

Significativo 

FDR = 10% 

COX2 CP 0.000001 1 0.0002 COX2 CP 0.0004 COX2 CP 

NFkBp65 CD 0.000033 2 0.0004 NFkBp65 CD 0.0007 NFkBp65 CD 

MDA CF 0.0001 3 0.0005 MDA CF 0.0011 MDA CF 

SOD1 CD 0.0001 4 0.0007 SOD1 CD 0.0014 SOD1 CD 

SOD1 PT 0.0001 5 0.0009 SOD1 PT 0.0018 SOD1 PT 

MDA CE 0.0001 6 0.0011 MDA CE 0.0022 MDA CE 

CI GC 0.0001 7 0.0013 CI GC 0.0025 CI GC 

CIII H 0.0001 8 0.0014 CIII H 0.0029 CIII H 

COX2 CT 0.0001 9 0.0016 COX2 CT 0.0033 COX2 CT 

VDAC CF 0.0002 10 0.0018 VDAC CF 0.0036 VDAC CF 

TRX CF 0.0003 11 0.0020 TRX CF 0.0040 TRX CF 

NKT TL 0.0003 12 0.0022 NKT TL 0.0043 NKT TL 

SOD2 CV 0.0004 13 0.0024 SOD2 CV 0.0047 SOD2 CV 

CAT CV 0.0006 14 0.0025 CAT CV 0.0051 CAT CV 

CEL VR 0.0009 15 0.0027 CEL VR 0.0054 CEL VR 

IKBa PT 0.0009 16 0.0029 IKBa PT 0.0058 IKBa PT 

CII GC 0.0010 17 0.0031 CII GC 0.0062 CII GC 

NFkBp50 PT 0.0010 18 0.0033 NFkBp50 PT 0.0065 NFkBp50 PT 

SOD2 PT 0.0011 19 0.0034 SOD2 PT 0.0069 SOD2 PT 

NRF2 100 CV 0.0016 20 0.0036 NRF2 100 CV 0.0072 NRF2 100 CV 

VDAC CE 0.0020 21 0.0038 VDAC CE 0.0076 VDAC CE 

GPX4 CE 0.0020 22 0.0040 GPX4 CE 0.0080 GPX4 CE 

CEL CF 0.0021 23 0.0042 CEL CF 0.0083 CEL CF 

TRX CT 0.0022 24 0.0043 TRX CT 0.0087 TRX CT 

CML CP 0.0023 25 0.0045 CML CP 0.0091 CML CP 

COX2 CF 0.0024 26 0.0047 COX2 CF 0.0094 COX2 CF 

NFkBp65 CT 0.0025 27 0.0049 NFkBp65 CT 0.0098 NFkBp65 CT 

CII H 0.0028 28 0.0051 CII H 0.0101 CII H 

NFkBp50 GC 0.0029 29 0.0053 NFkBp50 GC 0.0105 NFkBp50 GC 

CI H 0.0030 30 0.0054 CI H 0.0109 CI H 

SOD1 TL 0.0031 31 0.0056 SOD1 TL 0.0112 SOD1 TL 

CAT TL 0.0033 32 0.0058 CAT TL 0.0116 CAT TL 

CML GC 0.0038 33 0.0060 CML GC 0.0120 CML GC 

CYP2J2 CF 0.0043 34 0.0062 CYP2J2 CF 0.0123 CYP2J2 CF 

CI CE 0.0045 35 0.0063 CI CE 0.0127 CI CE 

GPX4 VR 0.0048 36 0.0065 GPX4 VR 0.0130 GPX4 VR 

TRX CP 0.0052 37 0.0067 TRX CP 0.0134 TRX CP 

CI CT 0.0063 38 0.0069 CI CT 0.0138 CI CT 

CYP2J2 CD 0.0064 39 0.0071 CYP2J2 CD 0.0141 CYP2J2 CD 

CII CV 0.0065 40 0.0072 CII CV 0.0145 CII CV 

NFkBp65 CE 0.0069 41 0.0074 NFkBp65 CE 0.0149 NFkBp65 CE 

CIV VR 0.0069 42 0.0076 CIV VR 0.0152 CIV VR 

NRF2 100 TL 0.0077 43  ki 0.0078 NRF2 100 TL 0.0156 NRF2 100 TL 

CII TL 0.0080 44 0.0080  0.0159 CII TL 

SOD2 CP 0.0089 45 0.0082  0.0163 SOD2 CP 

CIII TL 0.0096 46 0.0083  0.0167 CIII TL 

NRF2 65 H 0.0101 47 0.0085  0.0170 NRF2 65 H 

COX2 SN 0.0101 48 0.0087  0.0174 COX2 SN 

CIII CD 0.0103 49 0.0089  0.0178 CIII CD 

CML CF 0.0105 50 0.0091  0.0181 CML CF 

GPX4 CF 0.0109 51 0.0092  0.0185 GPX4 CF 

CYP2J2 TL 0.0111 52 0.0094  0.0188 CYP2J2 TL 

CEL CD 0.0111 53 0.0096  0.0192 CEL CD 

CML CV 0.0112 54 0.0098  0.0196 CML CV 

MDA TL 0.0116 55 0.0100  0.0199 MDA TL 

CAT CD 0.0119 56 0.0101  0.0203 CAT CD 

GPX4 CV 0.0126 57 0.0103  0.0207 GPX4 CV 

CIV CT 0.0127 58 0.0105  0.0210 CIV CT 
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CV CT 0.0132 59 0.0107  0.0214 CV CT 

NRF2 30 CP 0.0142 60 0.0109  0.0217 NRF2 30 CP 

NKT SN 0.0153 61 0.0111  0.0221 NKT SN 

TRX CE 0.016 62 0.0112  0.0225 TRX CE 

CYP2J2 CT 0.0165 63 0.0114  0.0228 CYP2J2 CT 

NRF2 30 CE 0.0167 64 0.0116  0.0232 NRF2 30 CE 

CEL CT 0.0167 65 0.0118  0.0236 CEL CT 

CYP2J2 H 0.0174 66 0.0120  0.0239 CYP2J2 H 

CIV CV 0.0188 67 0.0121  0.0243 CIV CV 

CIII GC 0.0199 68 0.0123  0.0246 CIII GC 

SOD2 CE 0.0205 69 0.0125  0.0250 SOD2 CE 

SOD2 SN 0.0209 70 0.0127  0.0254 SOD2 SN 

MDA PT 0.0234 71 0.0129  0.0257 MDA PT 

SOD1 H 0.0247 72 0.0130  0.0261 SOD1 H 

SOD1 SN 0.0249 73 0.0132  0.0264 SOD1 SN 

CIV CD 0.0253 74 0.0134  0.0268 CIV CD 

NKT CV 0.0254 75 0.0136  0.0272 NKT CV 

MDA CP 0.0255 76 0.0138  0.0275 MDA CP 

GPX4 H 0.0256 77 0.0139  0.0279 GPX4 H 

NRF2 30 CF 0.0258 78 0.0141  0.0283 NRF2 30 CF 

CML H 0.0274 79 0.0143  0.0286 CML H 

TRX SN 0.0279 80 0.0145  0.0290 TRX SN 

GPX4 TL 0.0292 81 0.0147  ki 0.0293 GPX4 TL 

CV CP 0.0312 82 0.0149  0.0297  

MDA H 0.0335 83 0.0150  0.0301  

MDA CT 0.0339 84 0.0152  0.0304  

CI CP 0.0344 85 0.0154  0.0308  

NRF2 100 H 0.0353 86 0.0156  0.0312  

CML CT 0.0365 87 0.0158  0.0315  

CAT CT 0.0382 88 0.0159  0.0319  

CIII CF 0.0403 89 0.0161  0.0322  

CAT SN 0.0405 90 0.0163  0.0326  

SOD2 CT 0.0413 91 0.0165  0.0330  

CIII VR 0.0416 92 0.0167  0.0333  

VDAC CP 0.0424 93 0.0168  0.0337  

IKBa GC 0.0424 94 0.0170  0.0341  

NRF2 30 CT 0.0434 95 0.0172  0.0344  

COX2 H 0.0454 96 0.0174  0.0348  

VDAC SN 0.0459 97 0.0176  0.0351  

NKT CF 0.0460 98 0.0178  0.0355  

CIII CV 0.0466 99 0.0179  0.0359  

CI VR 0.0484 100 0.0181  0.0362  

IKBa CD 0.0489 101 0.0183  0.0366  

IKBa H 0.0491 102 0.0185  0.0370  

SOD1 CV 0.0493 103 0.0187  0.0373  

NKT PT 0.0543 104 0.0188  0.0377  

NFkBp50 CF 0.0569 105 0.0190  0.0380  

TRX VR 0.0622 106 0.0192  0.0384  

NRF2 30 GC 0.0636 107 0.0194  0.0388  

GPX4 SN 0.0662 108 0.0196  0.0391  

NKT CT 0.0673 109 0.0197  0.0395  

CV CV 0.0690 110 0.0199  0.0399  

SOD2 H 0.0724 111 0.0201  0.0402  

VDAC H 0.0738 112 0.0203  0.0406  

NFkBp65 CP 0.0807 113 0.0205  0.0409  

CAT VR 0.0885 114 0.0207  0.0413  

NRF2 65 TL 0.0968 115 0.0208  0.0417  

IKBa CT 0.1016 116 0.0210  0.0420  

CII CP 0.1026 117 0.0212  0.0424  

VDAC TL 0.1027 118 0.0214  0.0428  

TRX GC 0.1030 119 0.0216  0.0431  

NFkBp50 CP 0.1044 120 0.0217  0.0435  

CII VR 0.1046 121 0.0219  0.0438  

NKT CE 0.1088 122 0.0221  0.0442  
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CII CD 0.1121 123 0.0223  0.0446  

CV H 0.1138 124 0.0225  0.0449  

NKT GC 0.1161 125 0.0226  0.0453  

NRF2 100 CE 0.1173 126 0.0228  0.0457  

CII CF 0.1183 127 0.0230  0.0460  

CAT GC 0.1214 128 0.0232  0.0464  

GPX4 PT 0.1270 129 0.0234  0.0467  

CI TL 0.1365 130 0.0236  0.0471  

MDA CD 0.1390 131 0.0237  0.0475  

VDAC CD 0.1397 132 0.0239  0.0478  

CAT CE 0.1408 133 0.0241  0.0482  

TRX H 0.1446 134 0.0243  0.0486  

NFkBp65 TL 0.1459 135 0.0245  0.0489  

IKBa TL 0.1480 136 0.0246  0.0493  

CML CE 0.1494 137 0.0248  0.0496  

NRF2 30 CD 0.1532 138 0.0250  0.0500  

CI  CF 0.1587 139 0.0252  0.0504  

GPX4 CT 0.1629 140 0.0254  0.0507  

NFkBp50 CE 0.1789 141 0.0255  0.0511  

CII CE 0.1807 142 0.0257  0.0514  

NRF2 100 CD 0.1840 143 0.0259  0.0518  

COX2 VR 0.1904 144 0.0261  0.0522  

NKT CD 0.1912 145 0.0263  0.0525  

NFkBp65 CV 0.1939 146 0.0264  0.0529  

COX2 CD 0.1948 147 0.0266  0.0533  

VDAC CV 0.1992 148 0.0268  0.0536  

SOD2 TL 0.1996 149 0.0270  0.0540  

CYP2J2 SN 0.2004 150 0.0272  0.0543  

CI CV 0.2005 151 0.0274  0.0547  

NFkBp65 SN 0.2033 152 0.0275  0.0551  

CI SN 0.2178 153 0.0277  0.0554  

NRF2 65 CV 0.2190 154 0.0279  0.0558  

NRF2 65 CT 0.2259 155 0.0281  0.0562  

CV CD 0.2310 156 0.0283  0.0565  

CV CE 0.2321 157 0.0284  0.0569  

CI CD 0.2366 158 0.0286  0.0572  

VDAC VR 0.2371 159 0.0288  0.0576  

NRF2 100 VR 0.2389 160 0.0290  0.0580  

CIII CE 0.2396 161 0.0292  0.0583  

CEL TL 0.2496 162 0.0293  0.0587  

NFkBp50 CV 0.2539 163 0.0295  0.0591  

CAT CF 0.2562 164 0.0297  0.0594  

CIV CE 0.2579 165 0.0299  0.0598  

TRX CV 0.2579 166 0.0301  0.0601  

TRX PT 0.2668 167 0.0303  0.0605  

GPX4 GC 0.2714 168 0.0304  0.0609  

NRF2 100 CP 0.2761 169 0.0306  0.0612  

NRF2 100 CF 0.2847 170 0.0308  0.0616  

NRF2 30 H 0.2979 171 0.0310  0.0620  

NFkBp50 CT 0.2997 172 0.0312  0.0623  

NKT VR 0.3012 173 0.0313  0.0627  

IKBa CP 0.3108 174 0.0315  0.0630  

NRF2 30 PT 0.3108 175 0.0317  0.0634  

NRF2 65 GC 0.3115 176 0.0319  0.0638  

CIV GC 0.3264 177 0.0321  0.0641  

CIV SN 0.3292 178 0.0322  0.0645  

SOD1 GC 0.3338 179 0.0324  0.0649  

CIV H 0.3344 180 0.0326  0.0652  

SOD2 GC 0.3382 181 0.0328  0.0656  

NRF2 65 CF 0.3406 182 0.0330  0.0659  

NRF2 65 CE 0.3429 183 0.0332  0.0663  

CIV CP 0.3434 184 0.0333  0.0667  

COX2 CV 0.3443 185 0.0335  0.0670  

CYP2J2 CV 0.3559 186 0.0337  0.0674  
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NFkBp50 H 0.3579 187 0.0339  0.0678  

MDA VR 0.3717 188 0.0341  0.0681  

GPX4 CP 0.3762 189 0.0342  0.0685  

MDA SN 0.3790 190 0.0344  0.0688  

NRF2 100 CT 0.3815 191 0.0346  0.0692  

NRF2 65 CD 0.3836 192 0.0348  0.0696  

NRF2 30 CV 0.3897 193 0.0350  0.0699  

NRF2 65 PT 0.3991 194 0.0351  0.0703  

COX2 GC 0.4097 195 0.0353  0.0707  

SOD2 VR 0.4106 196 0.0355  0.0710  

CEL SN 0.4148 197 0.0357  0.0714  

CII SN 0.4285 198 0.0359  0.0717  

CV PT 0.4338 199 0.0361  0.0721  

CYP2J2 GC 0.4359 200 0.0362  0.0725  

SOD1 CT 0.4772 201 0.0364  0.0728  

NRF2 30 VR 0.4787 202 0.0366  0.0732  

CML TL 0.4856 203 0.0368  0.0736  

SOD1 VR 0.4857 204 0.0370  0.0739  

VDAC GC 0.4916 205 0.0371  0.0743  

CML VR 0.4937 206 0.0373  0.0746  

NRF2 30 SN 0.4951 207 0.0375  0.0750  

CIV TL 0.4979 208 0.0377  0.0754  

COX2 CE 0.5029 209 0.0379  0.0757  

NFkBp65 GC 0.5039 210 0.0380  0.0761  

NFkBp65 H 0.5065 211 0.0382  0.0764  

CEL CE 0.5135 212 0.0384  0.0768  

CI PT 0.5153 213 0.0386  0.0772  

CIII SN 0.5181 214 0.0388  0.0775  

IKBa CV 0.5267 215 0.0389  0.0779  

SOD1 CF 0.5342 216 0.0391  0.0783  

CML SN 0.5471 217 0.0393  0.0786  

CAT H 0.5554 218 0.0395  0.0790  

CEL PT 0.5712 219 0.0397  0.0793  

NFkBp50 SN 0.5716 220 0.0399  0.0797  

CEL CP 0.5771 221 0.0400  0.0801  

NRF2 100 GC 0.5852 222 0.0402  0.0804  

IKBa VR 0.5864 223 0.0404  0.0808  

SOD1 CP 0.5894 224 0.0406  0.0812  

SOD2 CF 0.5913 225 0.0408  0.0815  

NRF2 100 SN 0.5914 226 0.0409  0.0819  

CII CT 0.5931 227 0.0411  0.0822  

CV VR 0.6041 228 0.0413  0.0826  

CML CD 0.6048 229 0.0415  0.0830  

CIV PT 0.6070 230 0.0417  0.0833  

VDAC CT 0.6095 231 0.0418  0.0837  

CV CF 0.6254 232 0.0420  0.0841  

CV TL 0.6264 233 0.0422  0.0844  

CYP2J2 CP 0.6387 234 0.0424  0.0848  

CIII CT 0.6408 235 0.0426  0.0851  

NRF2 100 PT 0.6523 236 0.0428  0.0855  

NFkBp65 CF 0.6715 237 0.0429  0.0859  

NKT CP 0.6736 238 0.0431  0.0862  

NRF2 30 TL 0.7021 239 0.0433  0.0866  

CIV CF 0.7315 240 0.0435  0.0870  

CAT CP 0.7373 241 0.0437  0.0873  

GPX4 CD 0.7399 242 0.0438  0.0877  

NRF2 65 SN 0.7428 243 0.0440  0.0880  

CYP2J2 CE 0.7552 244 0.0442  0.0884  

NFkBp50 CD 0.7601 245 0.0444  0.0888  

SOD1 CE 0.7628 246 0.0446  0.0891  

CML PT 0.7663 247 0.0447  0.0895  

COX2 PT 0.7892 248 0.0449  0.0899  

TRX CD 0.7985 249 0.0451  0.0902  

CEL H 0.7986 250 0.0453  0.0906  
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CEL CV 0.8117 251 0.0455  0.0909  

CIII CP 0.8122 252 0.0457  0.0913  

VDAC PT 0.8176 253 0.0458  0.0917  

CV GC 0.8327 254 0.0460  0.0920  

IKBa SN 0.8361 255 0.0462  0.0924  

COX2 TL 0.8380 256 0.0464  0.0928  

CEL GC 0.8483 257 0.0466  0.0931  

TRX TL 0.8556 258 0.0467  0.0935  

NFkBp65 PT 0.8596 259 0.0469  0.0938  

NKT H 0.8701 260 0.0471  0.0942  

MDA GC 0.8749 261 0.0473  0.0946  

IKBa CE 0.8803 262 0.0475  0.0949  

MDA CV 0.8845 263 0.0476  0.0953  

NRF2 65 CP 0.9163 264 0.0478  0.0957  

CII PT 0.9180 265 0.0480  0.0960  

SOD2 CD 0.9216 266 0.0482  0.0964  

NRF2 65 VR 0.9475 267 0.0484  0.0967  

CYP2J2 PT 0.9496 268 0.0486  0.0971  

CYP2J2 VR 0.9598 269 0.0487  0.0975  

NFkBp65 VR 0.9645 270 0.0489  0.0978  

CIII PT 0.9716 271 0.0491  0.0982  

IKBa CF 0.9755 272 0.0493  0.0986  

NFkBp50 TL 0.9793 273 0.0495  0.0989  

NFkBp50 VR 0.9800 274 0.0496  0.0993  

CAT PT 0.9891 275 0.0498  0.0996  

CV SN 0.9912 276 0.0500  0.1000  

Notas: n = 276; FDR, false discovery rate; CF, corteza frontal; CP, corteza parietal; GC, giro cingulado; CT, corteza 

temporal; CE, corteza entorrinal; H, hipocampo; TL, tálamo; CD, caudado; PT, putamen; CV, corteza visual; SN, sustancia 

nigra; VR, vermis. 
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