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Figura 1. Cariotipo de una niña con síndrome de Down, se 
aprecian 3 copias del cromosoma 21. La nomenclatura 
científica es 47, XX,+21(mujer) o 47, XY,+21(hombre). 
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Figura 2. (A) Gráfica resumida de los genes conocidos, repeticiones y variaciones del crosomosoma 21 humano 
(HSA21). (B) Estadística del crosomosoma 21 humano (HSA21). Figura modificada procedente de la referencia [31].
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Figura 3. Cromosoma 21 humano (HSA21) con los cromosomas 
ortólogos de ratón (MMU10, MMU16 y MMU17). Esquema de los 
segmentos génicos involucrados en la llamada “región crítica del 
síndrome de Down” (DSCR) en HSA21 y diferentes modelos trisómicos 
de ratón. El ratón Ts65Dn (trisómico para MMU16) contiene todos los 
genes de la DSCR y otros como el de la SOD1 y APP. Figura modificada 
procedente de la referencia [7]. 
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Tabla 1. Genes ‘dosis-sensibles’ que son candidatos a causar fenotipos propios del síndrome 
de Down. Tabla modificada procedente de la referencia [31]. 
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Tabla 2. Modelos de ratón trisómicos para el síndrome de Down [20].�

Ratones Características de los modelos murinos. 

Ts65Dn Trisomía parcial del MMU16 translocada al centrómero del MMU17 (3 copias con ~104-132 genes 

del MMU16 ortólogos al HSA21, entre ellos todos los de la DSCR) [5, 37]. 

Ts1Cje� Similar al Ts65Dn aunque con ~85 genes ortólogos a los contenidos en el HSA21.�

Ts1Rhr  Trisomía para la región DSCR (contiene tres copias de una región del MMU16 que es ortóloga a   

la región DSCR con 33 genes del HSA21). 

Triple trisómico  Contienen 3 copias para los cromosomas MMU10, MMU16 y MMU17 con un total de ~250 genes 

oortólogos a los contenidos en el HSA21. Este modelo de SD es el más completo.                             

Tc1  Es un ratón transcromosómico, contiene una copia libre del HSA21 con algunas deleciones 

(~83% de lllos genes del HSA21). El Tc1 tiene una ventaja, permitir estudiar los genes humanos 

del HSA21 que no se encuentran en regiones ortólogas de MMU10, MMU16 y MMU17. 

Transgénicos de 
YACs, BACs y 

PACs 

 Se generan a partir de cromosomas artificiales de levaduras (YACs, Yeast Artificial 

Chromosome), de bacterias (BACs, Bacterial Artificial Chromosome) y del bacteriófago P1 (PACs, 

P1 bacteriophage Artificial Chromosome), contienen distintos fragmentos cromosómicos y cubren 

aproximadamente 2 Mb del HSA21 [54]. 

Transgénicos  Sólo sobreexpresan un gen (DYRK1A, SOD1, PFKL, S100b, SIM2, ETS2, APP, PEP19, DSCR1). 
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Tabla 3. Múltiples patologías en las que se observa la implicación, en mayor o menor medida
 de radicales libres.�
Infarto agudo de miocardio Artritis reumatoide Enfermedad granulomatosa crónica 

Fibrinolisis Shock Síndrome de Batten 

Angioplastia coronoraria (ACTP) Diabetes Tumores 

Deficiencias inmunitarias Ateriosclerosis Síndrome de Down 

Arteriosclerosis Esofagitis Envejecimiento 

Deficiencia de mieloperoxidasa Enfisema pulmonar  
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                           Figura 4. Mecanismo de lipoperoxidación [73, 85]. 
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Tabla 6. Genes localizados en el HSA21 implicados en la producción de los ROS. 
Tabla modificada procedente de la referencia [156].
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Tabla 7. Cambios publicados en los parámetros de estrés oxidativo en células, tejidos y 
fluidos corporales de pacientes con síndrome de Down. Tabla modificada procedente de la 
referencia [158].
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Figura 6. Presunta adaptación del síndrome de Down al estrés oxidativo. El estrés oxidativo se 
relaciona con la patogénesis y progresión del SD. La acumulación del daño oxidativo conduce a 
fenotipos severos, mientras que la inducción de mecanismos compensatorios en respuesta al estrés 
oxidativo crónico podría dar lugar a la “adaptación” y podría contribuir a mejorar la vida de los sujetos con 
SD. Figura adaptada procedente de la referencia [171].               �

�

�

�

�������	�,'

@��>���=��	����
���	����
��������������������*�

�	<���D)
.=��	��4��
�����	
#�
�
���=��	��4�

)�����	��4������
�	<���=��	���

)�	
	��4�K
���	�������

���
���	�����

;����
���%�?
&	�����	�)�"������

@���N���������
����"
��!������	���	���

��	:���
#������	

)�������������

$��
���	�
	�����>�������	�

C������������
���
� ������	

������%�

;����
�� �������
����%�

�������	�,'

@��>���=��	����
���	����
��������������������*�

�	<���D)
.=��	��4��
�����	
#�
�
���=��	��4�

�	<���D)
.=��	��4��
�����	
#�
�
���=��	��4�

)�����	��4������
�	<���=��	���

)�	
	��4�K
���	�������

���
���	�����

;����
���%�?
&	�����	�)�"������

@���N���������
����"
��!������	���	���

��	:���
#������	

)�������������

$��
���	�
	�����>�������	�

$��
���	�
	�����>�������	�

C������������
���
� ������	

������%�

;����
�� �������
����%�



�$����'##�6$�

�
�

01*1*���2�

H��
-E��	
���
�����*�
��
��-��	���
�	
���C���

@���� ���� ������ ���� /%),'� ��� �������	� ���� ��� ���� �O�� ��
��	���� ��� �	�

���=�!��	��4�� ��� ���� $.%K� ��� 7��� ����!��	� 
	�	� �	� ��"��	� 	���=��	��� %.�'(� )��


������������� �=��������$.%K� �	�� �>���	��
������	�	
	���K� ��!���� �	<���=��	������

������������������	�����!����������	������K������	
�
����������������X'50Y(�@�����

�	��� ���� %�K� �	� ��:���=
����4�� ���� ����%.�'�
����� �����	�� ���>�� �=��	���� X'53Y�

1;����	� 52K� 7��� 
����	� N��	�� ��� 
	
��� ��
��	��� ��� �	� �=
����4�� ������	� ���� %�(� @��

���>�� �=��	���� ��� 
������� ��� ��� ���	������� ��:����	���� ��� ��	� ��	�� �	����	�� ���

�N����� A� �
��� �����	���� 1�	:�	� 52K� ��������O������ �����!��	��	����� ���� ���

����N���������X'3,K�'5'Y(��

�

�

Figura 7. Sobreexpresión del gen SOD1 y síndrome de Down. Las condiciones 
incrementadas del estrés oxidativo están causadas por la sobreexpresión de algunos genes 
codificados en el HSA21. Algunos de estos, como el de la enzima antioxidante Cu/Zn-
superóxido dismutasa (SOD1) pueden llevar directa o indirectamente al estrés oxidativo. Figura 
adaptada procedente de la referencia [171].               �
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Figura 8. Eventos moleculares relacionados con el estrés oxidativo y la senescencia celular. Las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) son capaces de dañar biomoléculas: lípidos, proteínas, mtDNA y nDNA. Estos eventos 
están relacionados con la biogénesis mitocondrial producido durante el envejecimiento biológico. Figura adaptada 
procedente de la referencia [227]. 
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Figura 9. Múltiples factores inducen senescencia. Diferentes tipos de 
estrés pueden provocar la activación de la senescencia. La senescencia 
replicativa se activa como consecuencia de la disfunción de los 
telómeros, mientras que la senescencia prematura o inducida por estrés 
se activa como consecuencia de la activación oncogénica o por daño en 
el DNA, entre otros. Figura adaptada de la referencia [233]. 
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Figura 10. Control de la senescencia por las vías de p53 y p16/RB. Las señales inductoras de 
senescencia, incluyendo daño en el DNA o activación de oncogenes, activan la vía de p53 o la de 
p16/RB. Algunas señales como la activación de oncogenes pueden activar las dos vías. P53 se 
puede activar a través de ATM/ATR o a través de ARF. ARF activa a p53 por la inhibición de 
HDM2, que degrada a p53. Una vez activa, p53 induce senescencia a través de p21. Algunas 
señales de estrés producen la activación de p16. Tanto p16 como p21 inhiben los complejos 
Ciclina/CDKs impidiendo la fosforilación de RB (proteína del retinoblastoma). RB hipofosforilado 
suprime la actividad de E2F, factor de transcripción que regula la expresión de genes necesarios 
para la progresión del ciclo celular. E2F también puede disminuir la proliferación activando la 
expresión de ARF. Figura adaptada procedente de la referencia [232].�
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Figura 11. Fenotipo senescente inducido por estrés oxidativo. Cuando una célula 
normal está expuesta a un estímulo como el estrés oxidativo, entra en senescencia 
adquiriendo un fenotipo senescente determinado con unas características 
reconocibles in vitro. La célula deja de proliferar, adquiere una resistencia a la 
apoptosis y comienza a desarrollar una expresión génica alterada. Una característica 
esencial es el aumento la actividad �-galactosidasa asociada a senescencia (SA-�-
gal), incrementándose la biogénesis lisosomal.�
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Figura 12. La disfunión mitocondrial como un mecanismo efector de la 
senescencia celular. El aumento de los ROS provocan un aumento de la 
biogénesis mitocondrial y disfunción mitocondrial a través del daño al DNA y 
activación de las vías p53 y retinoblastoma. La actividad de estos factores de 
transcripción convergen en la mitocondria para inducir senescencia, 
caracterizada por un aumento del estrés oxidativo. Los efectos de la disfunción 
mitocondrial pueden activar y mantener las vías de p53 y retinoblastoma, 
generando una retroalimentación positiva que contribuye al estado de 
senescencia celular. Figura adaptada procedente de la referencia [272]. 
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,'�1/%),'2�A�B���	��!������������(�#���!����!������������������������������������

��!���	�������
	����A�����	��	��������������	��',����	������2������
�������������

�	���� ���� ��N���� ;�	�� 
����������� 	�� /��
�	�� ��������	���� �	��� �h/�:����

1!�	������
	�i���:���(��2(� #	���	�	�������	����� ���� !������O����7���	�"	�	��

����	����������	:�	?�

�
    Tabla 8. Caraterísticas de los fetos con trisomía del cromosoma 21 (HSA21) y control.
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Figura 13. (A) AAPH 2,2'-azo-bis(2-amidino-propano) dihidrocloruro se somete a termolisis, generando nitrogeno (N2) y 
dos radicales alquilo (basados en el carbono), los cuales reaccionan con el O2 para dar radicales alcoxilo (RO•) y peroxilo 
(ROO•). (B) Estructura química del tert-butil hidroperóxido. Figuras adaptadas procedentes de las referencias [283, 285].  
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Figura 14. Método para determinar la cantidad de ATP por medio de la luciferina y midiendo la cantidad 
de luz emitida. Figura adaptada procedente de la referencia [287]. 
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Figura 15. Fotografía de una electroforesis 
en condiciones desnaturalizantes, en la 
primera columna se muestra el marcador, 
en la segunda el RNA degradado y en la 
tercera el RNA intacto.
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      Tabla 9. Reactivos y volúmenes para la realización de la síntesis del cDNA. 

Nº de Muestras 1 12 

5X Reaction Buffer 4  µL 52 

RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/µl) 1  µL 12 

10 mM dNTP Mix 2  µL 26 

RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ µl ) 1  µL 12 

TOTAL volumen en eppendorf 20  µL 
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Figura 16. Esquema con las etapas de la PCR a tiempo real y el principio que permite relacionar la emisión de 
florescencia con la cantidad de producto amplificado. 
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1-Hibridación específica de de sondas y 
cebadores. 

2-Inicio de amplificación. La fluorescencia del 
marcador reportero FAM está secuestrada por el 
fluoróforo ubicado en 3´(TAMRA) por FRET. 

3-Amplificación y emisión de fluorescencia. La 
fluorescencia del fluoróforo reportero FAM es liberada 
al hidrolizarse el fluoróforo ubicado en 5´(FAM) por la 
actividad exonucleasa de la polimerasa. 
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Figura 17. Método de Andersen para determinar la 
actividad superóxido dismutasa (SOD). Figura 
adaptada procedente de la referencia [288]. 
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Figura 18. Método de Plagia y Valentine para 
determinar la actividad glutatión peroxidasa (GPx). 
Figura adaptada procedente de la referencia [289]. 
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 Tabla 10. Anticuerpos y dilución utilizados para la realización de los Western Blot. 

�

Anticuerpos Referencia y casa comercial Dilución 

Primarios   

anti-SOD1 sc-11407; Santra Cruz 1:5.000 

anti-SOD2 sc-30080; Santra Cruz 1:2.000 

anti-dinitrophenyl-KLH A-6430; Molecular Probes 1:400.000 

anti-p21 Waf1/Cip1 #2947: Cell Signaling 1:1.000 

anti-p53 P8999; Sigma-Aldrich 1:2.500 

anti-cytochrome c #4272: Cell Signaling 1:1.000 

anti-Cleaved Caspase-9 #9505: Cell Signaling 1:1.000 

anti-ß-actina A3854; Sigma-Aldrich 1:1.000 

Secundarios   

Goat Anti-Rabbit IgG-HRP A0545; Sigma-Aldrich 1:10.000 

Goat Anti-Mouse IgG-HRP A2304; Sigma-Aldrich 1:10.000 
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  Tabla 11. Anticuerpos utilizados para la realización de las ELISAs. 
ELISA Referencia y casa comercial 

Complex I MSFX-1; Mitosciences, Oregon, USA 

Complex III MSFX-3; Mitosciences, Oregon, USA 

Complex V MSFX-5; Mitosciences, Oregon, USA 

Superoxide dismutase (SOD2) MSFX-12; Mitosciences, Oregon, USA 

Human p 53 RBMS256R; Biovendor, Brno, República Checa 

Human p21 Waf1/Cip1 #7167; Cell Signaling Technology, USA 

Human Cytochrome c DCTC0, R&D Systems, Inc., Min., USA 
�
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Tabla 12. Determinación de la citotoxicidad celular debida a los pro-oxidantes en fibroblastos con trisomía 21 
(FT21) y control (FC). La citotoxidad celular en los fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC) se determinó por el 
test XTT a pases bajos (3-7) y altos (8-12), en condiciones basales (no tratados), o tras su incubación con los pro-
oxidantes AAPH y t-BHP. A partir de los valores obtenidos de la densidad óptica (DO), se calcularon las medias ± EEM 
expresándose en porcentaje respecto a las células FT21 y FC en condiciones basales (no tratados), tomando ambos 
tipos celulares como el 100% de viabilidad celular. Las diferencias significativas se determinaron mediante el test t-
Student: a: p<0,001. 
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Tabla 13. Determinación del contenido de proteínas celulares debida a los pro-oxidantes en fibroblastos 
con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La cantidad de proteínas celulares en fibroblastos con trisomía 21 
(FT21) y control (FC) se determinó por el método Coomassie (Bradford) Protein Assay, a pases bajos (3-7) y 
altos (8-12), en condiciones basales (no tratados), o tras su incubación con los pro-oxidantes AAPH y t-BHP. A 
partir de los valores obtenidos de la densidad óptica (DO), se calcularon las medias ± EEM expresándose en 
mg/mL.  Las diferencias significativas se determinaron mediante el test t-Student: a: p<0,01; b: p<0,001. 
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Figura 19. Producción intracelular de ROS en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). Determinación de 
la producción intracelular de ROS en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC) a pases bajos (3-7) (A) y altos (8-
12) (B), en condiciones basales (no tratados), o tras su incubación con los pro-oxidantes AAPH y t-BHP. Los valores se 
expresan en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF ± EEM). Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron 
determinadas mediante el test t-Student: ***: p<0,001. 
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Figura 20. Detección de peróxidos intracelulares por medio de la sonda DCFH-DA a través de microscopía de 
fluorescencia en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). Se detectaron los peróxidos intracelulares en 
fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC), tanto en condiciones basales (no tratados) como con el tratamiento 
pro-oxidante (t-BHP), a pases bajos (A) y a pases altos (B). La señal de fluorescencia verde que se observa en las 
imágenes corresponde a la oxidación de la sonda DCFH-DA en respuesta a la producción de peróxidos intracelulares. 
Las imágenes están tomadas con un microcopio de fluorescencia a un aumento total de 200X.�
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Figura 21. Determinación proteica de los complejos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial y de 
la enzima antioxidante mitocondrial SOD2 en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La determinación 
proteica de los complejos I (A), III (B), ATP sintetasa (C) y de la enzima antioxidante SOD2 (D) se realizó por ELISA a 
pases intermedios en lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y fibroblastos control (FC). Se determinó la 
absorbancia (DO) y se calcularon las medias ± EEM expresando los valores relativizados a la GADPH. 
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Figura 22. Determinación de los niveles de ATP intracelulares en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control 
(FC). Los niveles intracelulares de ATP se valoraron a pases bajos (3-7) (A) y altos (8-12) (B), en condiciones basales 
(no tratados), o tras su incubación con dos pro-oxidantes AAPH y t-BHP. Los valores de las medias ± EEM se 
expresaron en porcentaje respecto a los FC en cada tratamiento pro-oxidante y en condiciones basales, siendo los 
niveles intracelulares de ATP en los FC el 100%. Las diferencias significativas entre FC y FT21 fueron determinadas 
mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.�
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Figura 23. Detección del anión superóxido (O2
.-) mitocondrial y de la red o masa mitocondrial por medio de las 

sondas fluorescente MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator y MitoTracker® Green FM,
respectivamente, en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC) por microscopía de fluorescencia. Ambos 
tipos celulares son tratadas con el pro-oxidante (t-BHP) y se utilizan los dos tipos de células en condiciones basales (no 
tratadas), tanto a pases bajos (A) como a pases altos (B). La señal fluorescente roja corresponde a la oxidación de la 
sonda MitoSOX™ en respuesta a la producción mitocondrial del radical superóxido (O2

.-), la señal fluorescente azul marca 
el núcleo celular por medio de la sonda fluorescente Hoechst. La señal fluorescente verde corresponde a la detección de 
la red o masa mitocondrial por medio de la sonda MitoTracker®. La mezcla de ambas fluorescencias da una señal 
fluorescente amarilla que localiza la producción del radical superóxido (O2

.-) en las mitocondrias. Las imágenes están 
tomadas con un microcopio de fluorescencia a un aumento total de 200X. 
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Figura 24. Determinación de los niveles de expresión a nivel de mRNA de los genes que codifican las enzimas 
antioxidantes superóxido dismutasa citosólica (SOD1), superóxido dismutasa mitocondrial (SOD2), glutatión 
peroxidasa dependiente de Se (GPx1) y catalasa (CAT) en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). Los 
niveles de expresión de mRNA de las enzimas SOD1, SOD2, GPx y CAT a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en 
fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC), se calcularon a partir del valor de la expresión relativa del gen diana 
(RQ) en la muestra problema (en este caso las células FT21), normalizado con el gen de referencia y en relación a un 
calibrador (en este caso las células FC). Las diferencias significativas entre los fibroblastos FT21 y FC fueron 
determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; ***: p<0,001.�
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Figura 25. Efecto de los pases celulares en la expresión proteica de las enzimas antioxidantes superóxido 
dismutasa citosólica (SOD1) y mitocondrial (SOD2) en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La 
expresión proteica de la enzimas SOD1 (A) y SOD2 (B) se determinó por medio de Western Blot a pases bajos (3-7) y 
altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La expresión de ambas enzimas 
fue calculada a partir de las densidades ópticas obtenidas por un programa de imagen, expresando los valores de las 
medias ± EEM como unidades densitométricas arbitrarias (UDA), normalizadas con la banda de la ß-actina. Los niveles 
de la expresión proteica se expresaron de forma relativa respecto a los fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las 
diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01. 
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Figura 26. Actividad enzimática antioxidante de la superóxido dismutasa (SOD), 
glutatión peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) en lisados celulares de fibroblastos 
con trisomía 21 (FT21) y controles (FC). Las actividades enzimáticas antioxidantes se 
determinaron en lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). 
Los resultados de la actividad enzimática son expresados como la media ± EEM en 
U/mg proteína. Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas 
mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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Tabla 14. Ratios enzimáticas antioxidantes (SOD/GPx, SOD/CAT y SOD/GPx+CAT) en fibroblastos con 
trisomía 21 (FT21) y control (FC). Las ratios enzimáticas antioxidantes se calcularon a partir de la determinación 
de las actividades totales enzimáticas antioxidantes de la superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx) 
y catalasa (CAT) a pases bajos (3-7) y altos (8-12). A partir de los valores obtenidos se calculó el incremento (�) 
entre las células FT21 respecto a las células FC, expresándose en porcentaje (%).�
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Figura 27. Valores de las ratios enzimáticas antioxidantes (SOD/GPx, SOD/CAT y SOD/GPx+CAT) en fibroblastos 
con trisomía 21 (FT21) y control (FC). Los valores relativizados de las ratios enzimáticas se muestran a pases bajos 
(3-7) y a pases altos (8-12). (A) Valores de la ratio SOD/GPx relativizados. (B) Valores de la ratio SOD/CAT 
relativizados. (C) Valores de la ratio SOD/GPx+CAT relativizados. A partir de los valores obtenidos de la tabla 14, se 
tomó como valor 1 el de las células FC a pases bajos, a partir de aquí se calculó el valor relativo que muestra las veces 
que aumentan las ratios enzimáticas antioxidantes para las células FT21 y FC a pases bajos y altos.�

�
�

�

�

�

�

�

�

�

9

'

,

+
;�
;�,'

&	�����	N�� &	����)���

 %.�P�&=

$
	
�
�
��
�
�	
�
�
	

9

'

,

+
;�
;�,'

&	�����	N�� &	����)���

� %.�P�)�

$
	
�
�
��
�
�	
�
�
	

9

'

,

+
;�
;�,'

&	�����	N�� &	����)���

# %.�P�&=Q�)�
$
	
�
�
��
�
�	
�
�
	



���'&� ����



�

81� &�4�4������ #��$� %� ������# #��$� ���� ��! � ��� 4����($ ��

#�&'& �����$�������& �����#�$�������( �)*�?��)*@�%�#�$���&�?�#@�

#	��=�����	������	��4������	���	���� ��:������� �	���>���	��
�����	�
���=��	��4��

���������
�����A�����������������	�:���4���	����
��������	<���=��	���������	�(�#���$#�

������ ��� �!���� ���4=���� 	� �	�>�� ��� �	� ��
�
���=��	��4�� ��:��� ���� &�;)�� ��� �	��

���:�	�	�������	���K� ��������	��� ��� ������"�A���� ���������� ��
��	(�@�����
�������

	���		����������	���
�
���=��	��4��1#&=2����
���������	�����
�������K���������������

�	�����	�������� 1��)2� 7��� ��� ��������	� ��� :���	��	���� ��
��	��� A	� 7��� ��� ���

	�������� �O�� 	:���	��� ��� �	� #&=(� )���O�K� ���� $#� ���� �	
	���� ��� �����	�� �	<��

�=��	���� 	� �	�� 
�����	�� ��� !���	� �����	� �� �������	� ����!��	���� ��� 	�����	��

:���4���	� A� 	���	���� �	� �����
�:����	�� 	� �	� ����	�	��4�(� @�� �	��	���� ��� �	<��

�=��	���� 	� �	�� 
�����	���O�� ����"	��� ���� ���� ���
��� �	�:������ ��� 
�����	�� 1��&2�

7��� ���
������ ���������� ��� �	��
�����	������	����	��	�� ��	���=��	��	�(� #	����4��

���	��������	�������	���������!���	�������	��� �	�#&=�A��	�����	��4�������"��O��	�

����	��
�����	�����	�����	���4����������
������������=��	��4������	�������	�!���	��

��&�����	��
�����	�(�

�

81*��
�
�����E��	
������
�	��	
������	��	
,�	��?�� @�

%����	��"4��	���	��!��	��4��������)�
���/&#��A��������	��"4�	� �	��	���	�����


�����	�����	�:����
�������>���	�(�#��������	��������	���	��!��	��4��������)�����	��

�>���	��;�,'�A�;�K�	���	�&�������	�&)���������	������	�!����	�,8(�)��	�	��"	������

�����	����	�&�K�������������	������!������	�������	�:����
�������>���	�K�	��7���	�

&)�	����4��	�
�������4��������)����'9[�����	���>���	��;�,'����
����	��	���>���	��

;�(�%�����:	���K�	������	�7���	�	�"4��	�����������	���
���	��	�����	���>���	��;�,'K�

��� 
����N�� ��� 	������ �����!��	���� ���� ��)� ��� ,'[� 1
x9K9'2K� �����	�� 7��� �	��

�>���	��;�����	����	�������!���	���������!��	��	����B[(�&���	��K��	���>���	��;�,'�

	����	���������)����',[��O��7����	���>���	��;����������
	���(�
�

� Figura 28. Contenido de malondialdehído (MDA) en 
fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La 
determinación de la cantidad del complejo MDA-TBA por 
HPLC se realizó a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en 
lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y 
control (FC). Los valores obtenidos se interpolan a una 
recta patrón conocida. Los valores obtenidos de la 
concentración de MDA se normalizan a su cantidad 
proteica celular correspondiente y se expresan como la 
media ± EEM de �mol/mg prot. Las diferencias 
significativas entre FT21 y FC fueron determinadas 
mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01. 
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Figura 29. Determinación de las proteínas carboniladas en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC).   
(A) La detección de las proteínas carboniladas se realizó por medio de Western Blot a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en 
lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La expresión fue calculada a partir de las 
densidades ópticas obtenidas por un programa de imagen, expresando los valores de las medias ± EEM como unidades 
densitométricas arbitrarias (UDA), normalizadas con la banda de la ß-actina. (B) La cantidad de proteínas carboniladas 
se expresó de forma relativa respecto a los fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las diferencias significativas 
entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01. 
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Figura 30. Determinación de las expresiones proteicas de p21 y de p53 mediante Western Blot en fibroblastos 
con trisomía 21 (FT21) y control (FC).  La expresión proteica de p21 (A) y de p53 (B) se determinó por medio de 
Western Blot a pases bajos (3-7) y altos (8-12)  en lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control 
(FC). La expresión de ambas proteínas fue calculada a partir de las densidades ópticas obtenidas por un programa de 
imagen,  expresando los valores de las medias ± EEM como unidades densitométricas arbitrarias (UDA), normalizadas 
con la banda de la ß-actina. La expresión proteica de p21 y de p53 se expresó de forma relativa respecto a los 
fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas 
mediante el test t-Student, mostrando la siguiente significación; *: p<0,05; ***: p<0,001. 
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Figura 31. Determinación de las expresiones proteicas de p21 y de p53 mediante ELISA en fibroblastos con 
trisomía 21 (FT21) y control (FC). La expresión proteica se determinó por medio de un kit de ELISA para p21 (A) y p53 
(B) a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). Se 
determinó la absorbancia (DO) y los valores de las medias ± EEM se expresaron como la expresión relativa respecto a 
las células FC a pases bajos. Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-
Student; *: p<0,05. 
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Figura 32. Detección de la actividad SA-ß-Galactosidasa por microscopía de contraste de fases y contaje de las 
células SA-ß-Gal positivas en los fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). (A) La actividad SA-ß-
Galactosidasa se detectó en las células FT21 y FC, a pases bajos (3-7) y a pases altos (8-12). Las imágenes están 
tomadas con un microcopio de contraste de fases a un aumento total de 200X. (B) Se contaron un mínimo de 5 campos 
al azar y de 50-100 células por campo, a continuación se calculó el porcentaje de incremento que se produjo con los 
pases para ambos tipos celulares. Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-
Student; *: p<0.05. 
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Tabla 15. Actividad �-Galactosidasa en fibroblastos con 
trisomía 21 (FT21) y control (FC). La actividad �-Galactosidasa 
lisosomal a pH 6 se determinó en los fibroblastos con trisomía 21 
(FT21) y control (FC) a pases bajos (3-7) y a pases altos (8-12). 
Las actividades fueron corregidas por el contenido proteico de los 
homogenados celulares y los resultados son expresados como las 
medias ± EEM en nmol·min-1·mg-1.�
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Tabla 16. Efecto de la senescencia replicativa en las hidrolasas lisosomales en fibroblastos con trisomía 
21 (FT21) y control (FC). Las actividades de las enzimas lisosomales �-galactosidasa (pH 4) y �-glucuronidasa 
(pH 3,5) se determinaron a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 
(FT21) y control (FC). Las actividades fueron corregidas por el contenido proteico de los homogenados celulares 
y los resultados son expresados como las medias ± EEM en nmol·min-1·mg-1. Las diferencias significativas entre 
FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05. 
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Figura 33. Determinación de la concentración de citocromo C mediante 
ELISA en fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). Las 
concentraciones de citocromo C se determinaron por ELISA a pases bajos 
(3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomía 21 
(FT21) y control (FC). Se determinó la absorbancia (DO) y a continuación se 
calculó las medias ± EEM para determinar las concentraciones de citocromo 
C. Las concentraciones se expresaron de forma relativa respecto a los FC a 
PB. Las diferencias significativas entre las células FT21 y FC fueron 
determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01.�
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Figura 34. Determinación de los niveles de expresión proteica del citocromo C y caspasa 9 activada en 
fibroblastos con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La expresión proteica del citocromo C (A) y caspasa 9 activada (B) 
se determinó por medio de Western Blot a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos control 
con trisomía 21 (FT21) y control (FC). La expresión de ambas proteínas fue calculada a partir de las densidades ópticas 
obtenidas por un programa de imagen, expresando los valores de las medias ± EEM como unidades densitométricas 
arbitrarias (UDA), normalizadas con la banda de la ß-actina. La expresión proteica del citocromo C y de la caspasa 9 
activada se expresó de forma relativa respecto a los fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las diferencias 
significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05. 
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