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·HO2: radical perhidroxilo 

•O2
-: radical superóxido 

AIF: factor inductor de la apoptosis 
(apoptosis inducing factor) 

BAD: promotor de muerte asociado a la 
familia Bcl-2 (Bcl-2-associated death 
promoter) 

BAX: proteína X asociada a la familia Bcl-2 
(Bcl-2-associated X protein) 
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receptor) 
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extracelulares (extracellular signal-
regulated kinase) 
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HEK: células renales embrionarias (human 
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IFN: interferón 
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IκB: inhibidor del factor de transcripción 
nuclear kappa B 

LPO: Peroxidación lipídica (lipoperoxides) 

Mel: melatonina 
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NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato 

NFκB: factor de transcripción nuclear kappa 
B (nuclear factor kappa B) 

NKAP: proteína activadora de NFκB (NFκB-
activating protein) 

NO: óxido nitrico (nitric oxide) 

NO2: dióxido de nitrógeno 

NOS: óxido nítrico sintasa (nitric oxide 
synthase) 

Nrf: factor asociado al factor eritroide 2 
(nuclear factor erythroid 2–related factor) 

OH-: hidroxilo 

ONOO-: peroxinitrito 

PaO2: presión arterial de oxígeno 

PC: fosfatidilcolina (phosphatidylcholine) 

Pho: fitoestrógenos 

PN: prenilnaringenina 

PPAR: receptor activado por proliferadores 
de peroxisomas (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) 

RNS: especies reactivas de nitrógeno 
(reactive nitrogen species) 

ROO·: radical peroxilo 

ROS: especies reactivas de oxígeno (reactive 
oxygen species) 
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RT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
con transcriptasa reversa (reverse 
transcription polymerase chain reaction) 

SAMP: ratones proclives al envejecimiento 
acelerado (senescence-accelerated prone 
mice) 

SAMR: ratones resistentes al envejecimiento 
acelerado (senescence-accelerated resistant 
mice) 

TLR: receptor de tipo Toll (Toll-like receptor) 

TNF: factor de necrosis tumoral (tumor 
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Resumen 

 

Modulación del estatus oxidativo y proinflamatorio en el envejecimiento 

pulmonar mediante la administración de sustancias antioxidantes 

Introducción 

El envejecimiento consiste en un cúmulo de cambios deletéreos que ocurren en las 

células y tejidos con el paso del tiempo y que conducen a una alteración de la homeostasis, 

predisponiendo a un mayor riesgo de desarrollo de enfermedades y de muerte.  

Hoy día consideramos el estrés oxidativo, generado fundamentalmente en el 

metabolismo basal mitocondrial y en la inflamación, uno de los principales mecanismos causales 

de daño y de disfunción celular en el envejecimiento. Así, la exposición a antígenos tanto clínica 

como subclínica a lo largo de la vida desencadena una respuesta inflamatoria y oxidativa para el 

huésped capaz de amplificarse y sostenerse en el tiempo. 

Por otro lado, la apoptosis constituye una línea de defensa frente al cúmulo de células 

disfuncionales y por tanto frente a la aparición de tumores, pero también se relaciona con la 

atrofia tisular propia de la senectud, requiriéndose un equilibrio entre señales pro y 

antiapoptóticas que promueva la funcionalidad tisular. 

Además, a lo largo del envejecimiento se producen cambios en el sistema nervioso y en 

los ejes neurohormonales. Este es el caso de la glándula pineal, de manera que en individuos de 
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edad avanzada se produce un descenso en los niveles circulantes de la hormona melatonina, así 

como del eje gonadal, que se ve particularmente alterado en las mujeres con el climaterio. 

 

Hipótesis y objetivos 

El pulmón, al constituir una interfaz entre el medio interno y externo, está 

particularmente expuesto a agentes patógenos y contaminantes. Cabe esperar un incremento de 

los fenómenos de estrés oxidativo, inflamación y apoptosis en el tejido pulmonar con el 

envejecimiento, asociando una pérdida de funcionalidad.  Además, estos fenómenos podrían 

verse agravados por la desregulación de ejes hormonales presente en el envejecimiento, entre 

ellos, la supresión estrogénica secundaria al climaterio, y la reducción en la producción de 

melatonina. 

Nos planteamos por tanto investigar los mecanismos moleculares implicados en el 

envejecimiento pulmonar y su modulación a través de la administración de sustancias con 

actividad antioxidante e inmunomoduladora, melatonina y xantohumol, sobre un modelo murino 

de envejecimiento, así como el estatus inflamatorio y oxidativo pulmonar sobre un modelo animal 

de supresión estrogénica y su posible modulación con suplementación hormonal o con 

fitoestrógenos. Para ello se determinaron los niveles de citoquinas proinflamatorias, marcadores 

de estrés oxidativo y mediadores apoptóticos en pulmón de ratón, así como de marcadores de 

estrés oxidativo y síntesis de surfactante pulmonar en neumocitos tipo II de ratas Wistar, y se 

evaluaron los efectos de los tratamientos con melatonina, xantohumol, estradiol y 

fitoestrógenos. 
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Material y métodos 

Se emplearon ratones macho proclives al envejecimiento acelerado (SAMP8) y 

resistentes a este envejecimiento (SAMR1) de 2 (jóvenes) y de 10 (viejos) meses de edad. Los 

ratones viejos fueron asignados al grupo control o bien recibieron tratamiento con melatonina a 

las dosis de 1 o de 10 mg/kg/día; o bien con xantohumol a las dosis de 1 o de 5 mg/kg/día. Se 

analizaron los niveles pulmonares de mediadores inflamatorios (TNFα, IL-1β, NFκB) y marcadores 

de estrés oxidativo (HO-1, HO-2, eNOS, iNOS) mediante RT-PCR (mRNA) o Western Blot 

(expresión proteica). En los ratones tratados con melatonina se midieron además niveles de 

oxidación de RNA (8-OHG, ELISA) y mediadores apoptóticos (BAD, BAX, AIF, Bcl-2, mediante RT-

PCR y Western Blot).  

Para el estudio de alteraciones en neumocitos tipo II se emplearon ratas Wistar macho 

que fueron asignadas a cuatro grupos experimentales: jóvenes control (2 meses de edad), viejos 

control (24 meses de edad), viejos tratados con 2,5 mg/kg/día de melatonina y viejos tratados 

con 5 mg/kg/día de melatonina. Se realizaron mediciones de CO (ratio de 

hemoglobina:carboxihemoglobina tras la adición de hemoglobina), NO (test de Griess), LPO 

(ELISA), cGMP (ELISA) y producción de novo de fosfatidilcolina (incorporación de D-[U-14C] 

glucosa a fosfatidilcolina). Además, para la evaluación de los efectos de la supresión estrogénica 

sobre el envejecimiento pulmonar se emplearon ratas macho y hembra de la cepa Wistar. Las 

hembras se dividieron aleatoriamente en dos grupos: ooforectomizadas y no ooforectomizadas. 

De ellas, las ooforectomizadas recibieron tratamiento con estradiol, con extracto de soja (fuente 

de fitoestrógenos) o bien con placebo. Se midieron los marcadores ya citados, además de la 

actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GPx y GR por espectrofotometría. 
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Resultados 

El envejecimiento condujo a un incremento de los mediadores proinflamatorios (TNFα, 

IL-1β, NFκB2, NFκB subunidad p50, NFκB subunidad p65 y NKAP), marcadores de estrés oxidativo 

(HO-1, 8-OHG e iNOS) y mediadores proapoptóticos (BAD, BAX y AIF) en pulmón de ratón SAMP8 

respecto a ratones jóvenes de su misma cepa (p < 0,05). Los ratones SAMR1 viejos no mostraron 

diferencias respecto a los jóvenes de su misma cepa y presentaron valores más bajos de dichos 

parámetros que los ratones SAMP8 (p < 0,05). La administración de melatonina y de xantohumol 

consiguió revertir la mayoría de las alteraciones asociadas al envejecimiento (p < 0,05). 

En neumocitos tipo II se observó que tanto la edad como la castración promovieron un 

incremento en las concentraciones de NO, cGMP, CO y LPO (p < 0,05), así como una 

disminución en la expresión de enzimas antioxidantes y en la capacidad de producción de 

surfactante pulmonar (fosfatidilcolina) (p < 0,05). Los cambios asociados a la edad fueron 

reversibles con la administración de melatonina (p < 0,05), mientras que la administración de 

estradiol y de extracto de soja pudo contrarrestar los efectos de la castración (p < 0,05). 

Conclusiones 

La administración de melatonina y xantohumol podría tener efectos beneficiosos sobre 

las alteraciones proinflamatorias, prooxidantes y, en el caso de la melatonina, proapoptóticas 

inducidas por el envejecimiento pulmonar. Además, la supresión estrogénica conduce a 

alteraciones en el estatus redox pulmonar que pueden ser revertidas con la administración de 

estradiol y de fitoestrógenos derivados de la soja. 
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Summary 

Modulation of the proinflammatory and prooxidant status in the aging lung 

by the administration of antioxidants 

Introduction 

Aging consists of a series of deleterious changes in cells and tissues along time, which 

lead to altered homeostasis and increase the risk of illness as well as death. 

Nowadays we consider oxidative stress, mainly secondary to basal mitochondrial 

metabolism and to inflammation, as one of the most relevant mechanisms of cell damage and 

dysfunction during aging. Thus, both clinic and subclinic antigen exposure along life trigger a 

chronic inflammatory and oxidative response in the host, which amplifies and persists over time. 

Furthermore, apoptosis is a defensive mechanism against the proliferation of 

dysfunctional cells and thus against tumor acquisition, but it is also involved in cell loss leading to 

tissue atrophy seen with age. Therefore, a balance between pro and antiapoptotic signaling 

promoting tissue function is required. 

Moreover, aging leads to changes in the nervous system and in neurohormonal axes. This 

is the case of the pineal gland, with decreased circulating levels of the hormone melatonin in 

older individuals; as well as the gonadal axis, which is particularly altered during menopause. 
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Hypothesis and objectives 

The lung, due to its position between the internal and the external milieu, is particularly 

exposed to pathogens and pollutants. An upregulation of oxidative stress, inflammation and 

apoptosis in lung tissue is expected, leading to decreased functionality. Moreover, these changes 

may be worsened by the dysregulation of neurohormonal axes during aging, among them, 

melatonin production downswing and oestrogen deprivation due to menopause. 

Therefore, we aimed to investigate the molecular mechanisms involved in aging and their 

modulation by the administration of substances with antioxidant and immunomodulatory 

activity, such as melatonin and xanthohumol, in a murine aging model, as well as the 

inflammatory and oxidative status in an animal model of oestrogen deprivation and its possible 

modulation through hormone replacement therapy or phytoestrogen supplementation. For that 

purpose, we measured the levels of proinflammatory cytokines, oxidative stress markers and 

apoptosis parameters in mouse lungs, as well as oxidative stress markers and surfactant synthesis 

in Wistar rats’ type II pneumocytes. The effects of the treatments with melatonin, xanthohumol, 

oestradiol and phytoestrogen were evaluated. 

Materials and methods 

Senescence-accelerated prone mice (SAMP8) and senescence-accelerated resistant mice 

(SAMR1) aged 2 (young) and 10 (old) months old were used. Mice were assigned to the control 

group or received treatment with melatonin 1 or 10 mg/kg/day; or with xanthohumol 1 or 5 

mg/kg/day. The levels of inflammation mediators (TNFα, IL-1β, NFκB) and oxidative stress 

markers (HO-1, HO-2, eNOS, iNOS) were measured by means of RT-PCR (mRNA) or Western Blot 

analysis (protein expression). In mice treated with melatonin levels of mRNA oxidation (8-OHG, 
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ELISA) and apoptotic mediators (BAD, BAX, AIF, Bcl-2, by means of RT-PCR and Western Blot) were 

measured. 

In order to study alterations in type II pneumocytes male Wistar rats were assigned to 

four experimental groups: young control (2 months old), old control (24 months old), old treated 

with 2.5 mg/kg/day melatonin and old treated with 5 mg/kg/day melatonin. Levels of CO 

(haemoglobin:carboxyhaemoglobin ratio after haemoglobin addition), NO (Griess reaction), LPO 

(ELISA), cGMP (ELISA), and de novo phosphatidylcholine production (incorporation of 10 mmol/L 

D-[U-14C] glucose into phosphatidylcholine) were measured. Furthermore, to evaluate the 

effects of oestrogen deprivation in the aging lung, male and female Wistar rats were used. Female 

rats were randomly kept intact or subjected to double oophorectomy. Oophorectomized rats 

received treatment with oestradiol, soy extract (as phytoestrogen source) or placebo. The 

oxidative stress markers mentioned above were measured, as well as the activity of the 

antioxidant enzymes CAT, GPx and GR by means of spectrophotometry. 

Results 

Aging led to an increase in proinflammatory mediators (TNFα, IL-1β, NFκB2, NFκB p50 

subunit, NFκB p65 subunit and NKAP), oxidative stress markers (HO-1, 8-OHG and iNOS) and 

apoptosis parameters (BAD, BAX and AIF) in the lungs of SAMP8 mice when compared to young 

animals of the same strain (p < 0.05). Melatonin and xanthohumol treatments were able to 

reverse most of the changes linked with age (p < 0.05). 

Type II pneumocytes showed an increase with age as well as with castration in the levels 

of NO, cGMP, CO and LPO (p < 0.05), a decrease in antioxidant enzymes, and in 

pulmonary surfactant synthesis (phosphatidylcholine) (p < 0.05).  Age-associated changes were 
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reversed by melatonin treatment (p < 0.05), while oestradiol and soy extract treatments were 

able to reverse the effects of castration (p < 0.05). 

Conclusions 

Treatment with melatonin or xantohumol may exert beneficial effects in the 

proinflammatory, prooxidant, and, in the case of melatonin, proapoptotic alterations in the aging 

lung. Moreover, oestrogen deprivation leads to an altered redox status in the lung which may be 

reversed by treatment with oestradiol or soy-derived phytoestrogens. 
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El envejecimiento 

Vivimos en una sociedad en la que las mejoras nutricionales, económicas, sanitarias y de 

infraestructura han ocasionado un espectacular incremento de la esperanza de vida, de manera 

que si un individuo nacido en la Europa de la segunda mitad del siglo XVIII podía aspirar a vivir 

33,72 años, para un nacido en el 2019 la expectativa es 81,34 años (Statistics Sweden 2020). Por 

tanto, la creciente proporción de población anciana en la sociedad actual ha suscitado el interés 

de la comunidad científica en el envejecimiento, sus mecanismos y cómo evitarlo. 

El envejecimiento es un fenómeno que surge simultáneamente con el origen de la vida, 

estimado en hace unos 3.500 millones de años (Javaux 2019). A pesar de tratarse de un concepto 

con el que nos sentimos familiarizados, su definición es compleja. Hoy día entendemos el 

envejecimiento como un cúmulo de cambios deletéreos que ocurren en las células y tejidos con 

el paso del tiempo y que conducen a una alteración de la homeostasis, predisponiendo a un 

mayor riesgo de desarrollo de enfermedades y, en última instancia, de muerte (Harman 1991; 

Troen 2003).  

Podemos reconocer múltiples consecuencias del envejecimiento, compartidas al menos 

por las diversas especies de mamíferos (Troen 2003). La composición bioquímica de los tejidos 

sufre alteraciones a varios niveles. Ha sido ampliamente estudiada la pérdida de masa magra y 

ósea en los humanos con la edad, conservándose la cantidad de tejido adiposo y por tanto 

presentando un incremento porcentual de este último (Rossman 1986). No solo se han observado 

cambios cuantitativos a nivel tisular, sino también cualitativos, como la acumulación de glicación 

de fibras de colágeno que conduce a un incremento de la rigidez en la pared vascular (Vistoli et 

al. 2013). Los diversos cambios sufridos por los individuos a lo largo del tiempo les conducirían a 

una disminución progresiva de su capacidad fisiológica para responder de forma adaptativa tanto 

a estímulos ambientales como internos, con mayores dificultades para mantener la homeostasis. 
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Por ejemplo, se ha demostrado una correlación inversa entre la capacidad de aclaramiento 

mucociliar en humanos y la edad (Svartengren 2005; Proença de Oliveira-Maul et al. 2013). Así, 

la vulnerabilidad al desarrollo de enfermedades y por tanto la mortalidad aumentan de forma 

exponencial con la edad, particularmente tras haber alcanzado la madurez sexual. Este patrón de 

supervivencia está ampliamente extendido entre distintas especies, incluyendo también 

organismos unicelulares y animales invertebrados (Kaeberlein 2001). 

El empeño por comprender cómo y por qué tienen lugar estos cambios asociados al paso 

del tiempo ha conducido al desarrollo de múltiples teorías para explicar el envejecimiento. Puesto 

que cada teoría explora el envejecimiento desde una perspectiva concreta, debemos 

contemplarlas como complementarias, ya que ninguna por sí sola consigue dar respuesta a la 

pregunta de por qué envejecemos. 

Desde un punto de vista evolutivo, cabe destacar que las características sometidas a la 

selección natural son aquellas que se manifiestan en la juventud y que permiten al individuo 

procrear y cuidar de su descendencia hasta que esta pueda sobrevivir por sí misma. En este 

contexto, Kirkwood identifica tres categorías de genes involucrados en el envejecimiento: 1) 

aquellos que regulan el mantenimiento y la reparación de las células somáticas; 2) genes que 

promueven la supervivencia temprana y son transmitidos a la descendencia pero que resultan 

deletéreos a largo plazo (fenómeno conocido como “pleiotropía antagónica”); y 3) genes 

sometidos a mutaciones tardías y que por tanto no son sometidos al proceso de selección natural 

(Kirkwood 1996; Austad y Hoffman 2018). Esta teoría evolutiva del envejecimiento explicaría por 

qué se ha conservado dicho patrón de supervivencia (aumento de la morbilidad y de la mortalidad 

una vez alcanzada la madurez sexual) a lo largo de la evolución. 
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Las teorías evolutivas no obstante no arrojan luz sobre los mecanismos moleculares por 

los cuales ocurren cambios deletéreos en los organismos. Tradicionalmente las teorías sobre las 

causas del envejecimiento se han clasificado en estocásticas y en genéticas o del desarrollo. 

Las teorías estocásticas atribuyen el envejecimiento a cambios ocurridos de forma 

aleatoria en moléculas clave; por ejemplo, mutaciones secundarias a la radiación de fondo sobre 

moléculas implicadas en la síntesis de DNA o sobre otras moléculas “molde” que se acumularían 

a lo largo del tiempo dando lugar finalmente a productos disfuncionales (Orgel 1963; Troen 2003; 

Ruan et al. 2018). No obstante, parece que la acumulación de proteínas alteradas en un 

organismo a lo largo del tiempo se debe en mayor medida a cambios postraduccionales como la 

oxidación o la glicación y no tanto a la síntesis errónea de proteínas (Troen 2003). En este sentido 

se orienta la teoría del entrecruzamiento (cross-linkage), que postula que la creación de enlaces 

cruzados entre macromoléculas (por ejemplo, de fibras de colágeno) conduce a su acumulación 

y potencialmente a la disfunción celular o tisular (Bjorksten 1968). 

Para comprender en primer lugar por qué las biomoléculas sufren alteraciones debemos 

atender a la teoría de los radicales libres desarrollada por Harman en 1956. Esta teoría postula 

que la causa subyacente y común a los procesos de envejecimiento es la iniciación de reacciones 

de radicales libres, dada su capacidad de producir alteraciones moleculares aleatorias  (Harman 

1956). Los radicales libres son moléculas con un electrón desapareado en su orbital más externo, 

de manera que tienden a combinar dicho electrón con otras moléculas alterando su estructura 

en un proceso conocido como oxidación, por lo que hablamos de estrés oxidativo (Fridovich 

1978). Según esta teoría, los cambios deletéreos asociados al envejecimiento serían consecuencia 

de la acumulación de moléculas que han perdido su estructura original y por tanto su 

funcionalidad como resultado de su interacción con radicales libres.  
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Las reacciones de los radicales libres se caracterizan por tres fases: 1) iniciación; 2) 

propagación y 3) terminación. Durante la propagación es posible la generación de una reacción 

en cadena, de manera que un solo radical libre puede generar daño sobre un gran número de 

moléculas (Harman 2006). Las principales fuentes de radicales libres en los mamíferos son la 

cadena respiratoria mitocondrial, la fagocitosis, la síntesis de prostaglandinas, el citocromo P450, 

reacciones no enzimáticas de oxígeno y las radiaciones ionizantes. Puesto que la principal fuente 

de radicales libres en la célula es la reducción del oxígeno para la producción de ATP durante la 

fosforilación oxidativa mitocondrial, la mayoría son especies reactivas de oxígeno, comúnmente 

denominadas ROS (por sus siglas en inglés, reactive oxygen species). Son ejemplos de especies 

reactivas de oxígeno el radical superóxido (•O2
-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical 

hidroxilo (OH-, el más reactivo conocido), el perhidroxilo (·HO2) o el peroxilo (ROO·), entre otros, 

todos ellos con capacidad de combinarse con diversas macromoléculas (proteínas, DNA, lípidos…) 

alterando su función. 

Por otro lado, la oxidación del óxido nítrico (NO), molécula endógena involucrada en 

numerosos procesos fisiológicos, conduce a la formación de especies reactivas de nitrógeno (RNS, 

del inglés reactive nitrogen species). El NO es producido por la enzima NO sintasa, que presenta 

varias isoformas, entre ellas una constitutiva expresada en el endotelio, eNOS, implicada en la 

regulación del tono vascular; y otra inducible, iNOS, fundamentalmente expresada en macrófagos 

e implicada en procesos inflamatorios. La sobreproducción de NO en un entorno oxidativo da 

lugar a la formación de radicales de nitrógeno como el peroxinitrito (ONOO-) y el dióxido de 

nitrógeno (NO2), ambos capaces de alterar la estructura y función de macromoléculas 

constituyentes de la célula (Beckman y Koppenol 1996). 

Así, se han descrito varias alteraciones moleculares debidas a su oxidación a cargo de 

radicales libres. Entre las modificaciones sufridas por las proteínas encontramos la nitrosación de 
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residuos de tirosina, la carboxilación de residuos de lisina, arginina, treonina o prolina, la 

sulfoxidación de metioninas o la tiolación de cisteínas. Todas estas alteraciones conducen a 

cambios conformacionales que no solo impiden la correcta función proteica, sino que además 

dificultan su adecuada degradación a cargo del proteasoma, por lo que acaban acumulándose en 

la célula (Cannizzo et al. 2011). La peroxidación lipídica (LPO) también ocasiona graves daños 

estructurales y funcionales para la célula, de manera que los lípidos de membrana poliinsaturados 

sometidos a procesos de oxidación conducen a una reducción en la fluidez de la bicapa lipídica 

(Cannizzo et al. 2011; Vistoli et al. 2013).  

Como ya se ha indicado, la principal fuente endógena de radicales libres es el 

metabolismo oxidativo. En la membrana interna mitocondrial, la enzima citocromo c oxidasa 

ejecuta la reducción de oxígeno molecular a agua gracias a cuatro electrones. No obstante, a lo 

largo de la cadena de transporte electrónico algunos electrones escapan a esta ruta de manera 

que tiene lugar la reducción del oxígeno molecular con un único electrón al radical superóxido 

(Starkov 2008), lo que convierte a la mitocondria en una fuente de ROS. De hecho, el propio 

Harman asocia el proceso del envejecimiento al estrés oxidativo sufrido por la mitocondria, 

asignándole el papel de reloj biológico (Harman 1972). La producción de ROS es proporcional a la 

actividad de la cadena de transporte electrónico, lo cual nos conduce a estipular que una 

reducción en la ingesta conllevaría una reducción en la generación de ROS (Harman 2006). En 

efecto, la restricción calórica se ha demostrado efectiva como estrategia antienvejecimiento, de 

manera que ratas sometidas a una reducción de la ingesta del 40% vieron incrementada su 

longevidad en un 49% (Yu et al. 1982). No obstante, la respuesta a la restricción calórica parece 

ser especie-dependiente, habiéndose observado diferentes patrones con resultados menos 

espectaculares en monos (Kayo et al. 2001). 
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Los organismos presentan varios mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo y a los 

daños producidos por él. La mayoría de las células disponen de antioxidantes enzimáticos: 

superóxido dismutasa (SOD), presente en el citosol (Cu-SOD y Zn-SOD) y en las mitocondrias (Cu, 

Zn y Mn-SOD) y que convierte los radicales hidroxilo en peróxido de hidrógeno; catalasa (CAT), 

presente en los peroxisomas y en los eritrocitos y que metaboliza el peróxido de hidrógeno en 

agua y oxígeno molecular; y el sistema glutatión peroxidasa (GPx) y reductasa (GR), que gracias a 

la oxidación del glutatión (GSH) a glutatión disulfuro (GSSG) permite la eliminación del peróxido 

de hidrógeno y la conversión de hidroperóxidos de lípidos a sus correspondientes alcoholes 

(Meister y Anderson 1983; Bannister et al. 1987; Zámocký y Koller 1999). Además, existen varios 

antioxidantes no enzimáticos capaces de actuar como barredores de radicales libres, como la 

melatonina, los flavonoides, el ácido ascórbico, la biliverdina y su metabolito bilirrubina. La 

biliverdina y bilirrubina proceden del catabolismo del grupo hemo (Fe-protoporfirina IX), 

citotóxico en su estado libre, a cargo de la enzima hemooxigenasa (HO) (Araujo et al. 2012). En 

esta reacción (en presencia de NADPH, tres moléculas de oxígeno molecular y la reductasa 

citocromo P450) se obtienen como producto cantidades equimolares de biliverdina, monóxido 

de carbono (CO) e ion ferroso (Fe2+). La HO presenta fundamentalmente dos isoformas: la HO-2, 

constitutiva, y la HO-1, inducible. La HO-1 se expresa de forma basal en concentraciones bajas en 

numerosos tejidos constituyendo un mecanismo de protección frente a radicales libres. Sus 

concentraciones se ven aumentadas de manera temprana como respuesta a situaciones de 

inflamación, hipoxia, isquemia o hipertermia, por lo que constituye un marcador de estrés celular 

particularmente sensible (Maines 1997).  

Además del metabolismo oxidativo basal, una fuente fundamental de ROS es el 

denominado estallido oxidativo generado por el sistema inmune como línea de defensa frente a 

organismos patógenos. Neutrófilos, macrófagos, células dendríticas y monocitos liberan ROS con 

gran capacidad microbicida (fundamentalmente radicales peróxido, hidroxilo, peroxinitrito e 
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hipoclorito) como parte de la respuesta inflamatoria. No obstante, los tejidos circundantes sufren 

también los efectos de este estallido oxidativo (Cannizzo et al. 2011). Esta relación entre 

inflamación y estrés oxidativo ha conducido al desarrollo de la teoría inflamatoria del 

envejecimiento (Chung et al. 2006) y al concepto de inflammaging (Franceschi et al. 2000). Según 

este concepto, a lo largo de los años sufrimos una continua exposición a antígenos tanto clínica 

como subclínica que desencadena una respuesta inflamatoria y oxidativa dañina para el huésped 

capaz de amplificarse y sostenerse en el tiempo, caracterizada por un aumento en los niveles 

circulantes de las principales citoquinas proinflamatorias: el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNFα), interleuquina-1 (IL-1) e interleuquina-6 (IL-6). Hoy día sabemos que numerosas patologías 

relacionadas con el envejecimiento presentan un claro componente inflamatorio, como es el caso 

de la hipertensión arterial (Peeters et al. 2001), la enfermedad de Alzheimer, la aterosclerosis, la 

osteoporosis o la sarcopenia (Baylis et al. 2013). 

 Al margen de ser producidas durante el proceso de inflamación, las ROS también son 

capaces de inducir a su vez la liberación de citoquinas y por tanto de estimular la respuesta 

inflamatoria (Cannizzo et al. 2011; Baylis et al. 2013). La familia de factores de transcripción 

nuclear NFκB (nuclear factor kappa B) constituyen mediadores inflamatorios y apoptóticos 

sensibles a un gran número de estímulos, desde antígenos bacterianos hasta la radiación 

ultravioleta. Entre los principales activadores de este factor de transcripción encontramos, 

además de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-1, las ROS y la LPO (Bowie y O’Neill 2000).  

Las subunidades de NFκB (p50, p65 o p52, entre otras) se encuentran en el citoplasma en células 

no estimuladas en forma de dímero unidas a una subunidad inhibidora, IκB (como IκBα). Las vías 

de activación son complejas y específicas para cada dímero formado por las distintas 

subunidades, así como para cada tipo celular. Por ejemplo, la subunidad p105 puede unirse a la 

p65 inactivándola, pero también puede ser fosforilada por TPL-2 (tumor progression locus 2 

kinase) para ser procesada a p50, forma activa (Bowie y O’Neill 2000; Savinova et al. 2009). Una 
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vez activado, el NFκB es traslocado al núcleo celular donde promoverá la transcripción de genes 

implicados en la respuesta inflamatoria, como IL-1 (Goto et al. 1999), la ciclooxigenasa 2 (COX-2), 

la iNOS (Taylor et al. 1998), IL-6 o TNFα, así como de genes que codifican IκBs que establecerán 

un feedback negativo. Se ha descrito una mayor actividad del NFκB en diversos tejidos con la edad 

(Helenius 1996; Adler et al. 2007), apuntando a un estatus proinflamatorio adquirido con el 

envejecimiento. 

Al involucrar al sistema inmunitario, hasta cierto punto codificado genéticamente, la 

teoría inflamatoria tiende un puente entre las teorías estocásticas y las genéticas o del desarrollo. 

Estas teorías atribuyen el envejecimiento al proceso continuo de maduración y desarrollo del 

individuo controlado y programado a través del DNA. Así, en el envejecimiento se observa un 

fenómeno de inmunosenescencia, consecuencia de la complejidad del sistema inmunitario y de 

las influencias tanto genéticas como ambientales que sobre él actúan. Se ha demostrado una 

reducción en la producción de radical superóxido y de la fagocitosis con la edad, de manera que 

los individuos de edad avanzada presentan una peor respuesta inmunitaria innata y por tanto 

mayor susceptibilidad para el desarrollo de infecciones. Se han observado alteraciones también 

en la inmunidad adaptativa, con una involución del timo y una respuesta reducida a la carga 

antigénica debida a la disminución del ratio de células naïve: células maduras tanto B como T 

(Cannizzo et al. 2011; Baylis et al. 2013). Por tanto, la inmunosenescencia es simultáneamente un 

estado proinflamatorio pero también de inmunodepresión. Además, la propia oxidación de 

macromoléculas estructurales puede conducir a la formación de autoantígenos, moléculas 

propias reconocidas por el sistema inmune como ajenas y que por tanto van a ser diana para su 

eliminación (Cannizzo et al. 2011). 

Dentro de esta categoría genética y del desarrollo enmarcamos también la teoría 

neuroendocrina del envejecimiento, según la cual los cambios degenerativos del sistema nervioso 
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y consecuentemente de las hormonas secretadas juegan un papel central en el envejecimiento. 

El climaterio constituye un factor clave en el envejecimiento y en la predisposición a enfermar en 

las mujeres. Así, las mujeres sometidas a ooforectomía en edad temprana presentan un mayor 

riesgo de desarrollar enfermedades pulmonares obstructivas (Rocca et al. 2016). Se han 

identificado, por otro lado, alteraciones en ejes neuroendocrinos que sugieren o bien una mayor 

sensibilidad a las hormonas periféricas o bien una expresión inapropiadamente baja de hormonas 

tróficas en individuos de edad avanzada. Estas alteraciones podrían ser tanto causa como 

consecuencia del envejecimiento, al verse afectados los ejes neuroendocrinos por mecanismos 

moleculares ya descritos (Troen 2003). 

El propio ciclo celular presenta implicaciones para su envejecimiento. Durante cada 

replicación celular, se ha observado un acortamiento de los telómeros, estructuras localizadas en 

el final de los cromosomas y que previenen su fusión entre ellos (Harley et al. 1990; Troen 2003), 

lo cual podría limitar el número de divisiones celulares posibles. Se estipula, por tanto, que la 

longitud de los telómeros y la actividad de la telomerasa podrían estar implicadas en el proceso 

de envejecimiento. 

La célula está dotada de la información necesaria para su propia destrucción. La apoptosis 

constituye una forma de suicidio celular programado por la propia célula y que conduce a una 

deleción controlada de sí misma (Kerr et al. 1972). La apoptosis implica una compactación y 

segregación de la cromatina, un plegamiento de la membrana celular con formación de vesículas 

y la fragmentación celular, conduciendo a su degradación lisosomal. Se trata de un fenómeno 

fundamental para el mantenimiento de la homeostasis, ya que controla las distintas poblaciones 

celulares. Durante el desarrollo embrionario la apoptosis permite la desaparición de varias células 

y su reemplazo por otras para la organogénesis. Gracias a la apoptosis, las células que han ido 

acumulando daño y ya no pueden ejercer correctamente su función son eliminadas sin 
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desencadenar una respuesta inflamatoria. Parece ser que esta capacidad se reduce con la edad 

(Suh et al. 2002). Uno de los mecanismos por los cuales se estipula que la restricción calórica 

puede incrementar la vida de un individuo es el aumento de la apoptosis, consiguiéndose la 

eliminación de células preneoplásicas (Troen 2003). No obstante, la apoptosis es un fenómeno 

implicado en varias enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer o de 

Parkinson, así como en la atrofia tisular observada en el envejecimiento (osteopenia, sarcopenia, 

capacidad de cicatrización reducida…). 

Por lo tanto, se requiere un equilibrio entre señales proapoptóticas, que prevendrían la 

formación de tumores y por tanto tienen el potencial de aumentar la esperanza de vida, y 

antiapoptóticas, que prevendrían el deterioro de varios tejidos asociado al envejecimiento. Las 

señales implicadas en los procesos apoptóticos y antiapoptóticos son complejas. Entre los 

mecanismos moleculares relacionados con la regulación de la apoptosis encontramos la familia 

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), encargada de controlar la homeostasis mitocondrial. En esta familia 

encontramos moléculas tanto inductoras de la apoptosis (BAD, BAX, BAK, Bcl-xS…) como 

inhibidoras (Bcl-2, Bcl-xL…). Tras una señal de estrés, las moléculas proapoptóticas se disponen 

alrededor de la membrana mitocondrial, donde se encuentran de manera constitutiva las 

antiapoptóticas. Se produce entonces una heterodimerización y traslocación a la membrana 

mitocondrial, incrementando su permeabilidad y provocando la salida del citocromo c 

(habitualmente implicado en la fosforilación oxidativa) al citoplasma. En el citoplasma se une a 

otras moléculas proapoptóticas, activando la cascada de las caspasas. Las caspasas son cisteín-

proteasas aspartato-específicas que actúan como activadoras de la apoptosis o bien como 

efectoras directas. Para evitar su acción indiscriminada, son sintetizadas como zimógenos, 

moléculas precursoras que deben ser procesadas para adquirir acción enzimática. Esta vía de 

activación de la apoptosis se conoce como mitocondrial o intrínseca, pero existen otras. La 

conocida como vía de los receptores de muerte o extrínseca se caracteriza por una activación de 
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las caspasas secundaria a una serie de mensajeros intracelulares desencadenados por la 

activación de receptores celulares, como es el caso de la unión del TNFα a los receptores TNFR o 

bien de la molécula Fas a su ligando CD95. 

Las caspasas no son las únicas efectoras de la apoptosis. La vía de la granzima B es la 

empleada por las células NK y los linfocitos T CD8, además de la vía de Fas/Fas-L. La activación de 

esta vía conduce a la inserción de perforinas en la membrana celular que permiten la entrada de 

la granzima B, una serín-proteasa similar a las caspasas que conduce a la fragmentación del DNA 

y activa a la caspasa 3 en el citosol. Un papel particularmente interesante lo ejerce el factor 

inductor de la apoptosis AIF (del inglés apoptosis-inducing factor). Cuando se altera la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, el AIF es liberado al citosol y 

posteriormente traslocado al núcleo, donde inducirá la condensación de la cromatina y la 

degradación del DNA (Joza et al. 2001). Se ha observado que el AIF no es un inductor universal de 

la apoptosis, pues su acción parece depender tanto del tipo celular como del estímulo 

proapoptótico. Así, el AIF está implicado en la apoptosis neuronal relacionada con la 

excitotoxicidad por glutamato, la lesión por isquemia-reperfusión o la hipoglucemia (Hangen et 

al. 2010). Curiosamente, además de ser un efector de la apoptosis, el AIF juega un papel crucial 

en el correcto funcionamiento de la fosforilación oxidativa: la ausencia de AIF en varias especies 

conduce a la inhibición de la expresión de varias subunidades proteicas pertenecientes a los 

complejos respiratorios I, III y IV (Vahsen et al. 2004; Hangen et al. 2015), habiéndose observado 

un metabolismo dependiente de la glicólisis en ratones deficientes en AIF (Hangen et al. 2010; 

Rao et al. 2019). Se han identificado niveles aumentados de AIF en patologías relacionadas con el 

envejecimiento, como la sarcopenia (Baker y Hepple 2006) o la enfermedad de Alzheimer (Yu et 

al. 2014), tanto a nivel mitocondrial como citosólico. 
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El envejecimiento es por tanto un fenómeno complejo y multifactorial, en el que varios 

mecanismos moleculares a lo largo del tiempo se ven involucrados en los cambios deletéreos 

sufridos por los tejidos. Hoy día consideramos el estrés oxidativo relacionado con el metabolismo 

mitocondrial y con la respuesta inflamatoria uno de los pilares fundamentales de los mecanismos 

causales del envejecimiento, siendo responsable directo de las alteraciones moleculares que 

conducen a la disfunción celular. La apoptosis constituye una línea de defensa frente al cúmulo 

de células disfuncionales y por tanto frente a la aparición de tumores, pero también se relaciona 

con la atrofia tisular propia de la senectud. La modulación de los fenómenos de estrés oxidativo, 

inflamación y apoptosis podría contribuir a frenar el proceso de envejecimiento. 
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El pulmón y el envejecimiento pulmonar 

Los pulmones son los órganos vitales de la respiración. En ellos se produce el intercambio 

gaseoso que permite que la sangre desoxigenada y rica en dióxido de carbono procedente del 

ventrículo derecho recupere la composición adecuada para mantener el metabolismo oxidativo 

y el equilibrio ácido-base. El aire alcanza la interfaz gas-sangre gracias a su paso a través de zonas 

destinadas a la conducción de aire, los bronquios y bronquiolos, para finalmente llegar a los 

alveolos, estructuras saculares de unas 200 μm de diámetro tapizadas por un delgado epitelio 

especializado, los neumocitos tipo I, situados en contacto con los capilares de la vasculatura 

pulmonar. El aire está por tanto separado de la sangre por tres capas: la célula endotelial capilar, 

una lámina basal y el epitelio pulmonar. 

El transporte de aire desde y hacia los alveolos requiere una mecánica respiratoria que 

genere un gradiente de presiones entre la atmósfera y las unidades alveolares. Para ello es 

fundamental la arquitectura pulmonar. Los bronquiolos y alveolos se encuentran soportados por 

una red de fibras de colágeno y de elastina que permiten su expansión y su retracción. La correcta 

composición de esta red evita tanto la rotura como el colapso alveolar. Para prevenir este último, 

es esencial la presencia de surfactante alveolar, sintetizado por los neumocitos tipo II localizados 

en los alveolos y constituido en un 80% por fosfolípidos (la mayor parte dipalmitoilfosfatidilcolina) 

así como proteínas y colesterol. Al reducir la tensión superficial dentro del alveolo, el surfactante 

evita el colapso de las unidades alveolares más pequeñas, que de lo contrario se vaciarían hacia 

las más grandes como consecuencia de la ley de Laplace (el gradiente de presiones es 

inversamente proporcional a la segunda potencia del radio), y se colapsarían, reduciendo 

finalmente la superficie de intercambio pulmonar. 

El envejecimiento se asocia a cambios degenerativos en la arquitectura pulmonar y en la 

mecánica respiratoria. Así, alteraciones en la caja torácica condicionan una disminución del flujo 
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espiratorio y de la capacidad vital a medida que aumenta la cifosis fisiológica con la edad y 

disminuyen el espacio intercostal y la fuerza muscular (Kovacs et al. 2013). Dentro del parénquima 

pulmonar se han observado alteraciones en la relación ventilación/perfusión, de manera que en 

individuos de edad avanzada existen defectos de ventilación en la periferia pulmonar y en zonas 

declives, además de una disminución de la capacidad de difusión de dióxido de carbono (Skloot 

2017). Este fenómeno acarrea dos consecuencias. En primer lugar, los individuos de mayor edad 

presentan menores presiones arteriales de oxígeno (PaO2) y necesitan aumentar su frecuencia 

respiratoria para conseguir cifras similares a individuos jóvenes, sin verse alterado 

significativamente el contenido sanguíneo en CO2. En segundo lugar, el mismatch entre 

ventilación y perfusión, junto a una mayor rigidez de la vasculatura pulmonar, conduce a 

incrementos en la tensión pulmonar sistólica (Sicard et al. 2018). Esto no implica que los 

individuos de mayor edad sufran de hipertensión pulmonar, pero sí son más proclives a padecerla 

en caso de desarrollar otras enfermedades pulmonares. 

Por otro lado, el papel del surfactante en el envejecimiento pulmonar no está dilucidado. 

Varios estudios no encuentran diferencias en la cantidad de surfactante hallada en individuos 

jóvenes o viejos (Rebello et al. 1996; Veldhuizen et al. 2019), mientras que otros sí detectan 

menores concentraciones de surfactante (Christmann et al. 2009) así como alteraciones en los 

neumocitos de tipo II (Walski et al. 2009). Por tanto, en el momento actual no podemos concluir 

que su producción se vea alterada como consecuencia del envejecimiento ni que los cambios 

degenerativos del pulmón se vean afectados por defectos en su síntesis. 

Algunas de las alteraciones histopatológicas asociadas al envejecimiento pulmonar 

ocurren también en enfermedades pulmonares. Así, la pérdida de retracción elástica se observa 

también en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y en el asma, y el aumento del 

tamaño alveolar, en el enfisema (Skloot 2017). Existe por tanto un continuo entre envejecimiento 
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fisiológico y enfermedad, a veces difícil de distinguir, hasta el punto de que la EPOC ha llegado a 

considerarse un “fenotipo de envejecimiento pulmonar acelerado” (Sharma et al. 2009), con una 

dilatación de la vía aérea secundaria a la pérdida de tejido de soporte. 

La posición del pulmón como interfaz entre el aire atmosférico y el torrente sanguíneo 

hace que se vea particularmente expuesto a agresiones externas, desde patógenos aéreos hasta 

contaminantes. Por tanto, toman especial relevancia para explicar su envejecimiento los 

fenómenos de estrés oxidativo, inflammaging e inmunosenescencia. Se han observado defectos 

en la inmunidad innata, con un incremento en el número de neutrófilos disfuncionales, así como 

una disminución en los receptores de tipo toll (TLR) y en sus mensajeros secundarios, junto a un 

incremento en los niveles de citoquinas proinflamatorias. En cuanto a la inmunidad adaptativa, 

se han identificado alteraciones como defectos en la migración de células dendríticas, reducción 

de la síntesis de anticuerpos y un aumento del ratio de células T de memoria: células T naïve 

(Kovacs et al. 2013). Todos estos cambios aumentan la susceptibilidad pulmonar frente al 

desarrollo de infecciones, y al mismo tiempo favorecen la distorsión de su arquitectura, que como 

hemos visto es fundamental para su correcta función. 

El proceso de envejecimiento altera por tanto profundamente la fisiología pulmonar, ya 

que afecta directamente a varios elementos estructurales del pulmón cuya integridad es esencial 

para su correcta función. El conocimiento de los mecanismos del envejecimiento pulmonar nos 

puede conducir al desarrollo de métodos para su modulación. 
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Melatonina 

La melatonina es una molécula altamente conservada en la filogenia a la que se atribuyen 

múltiples funciones desde que se describiera su efecto agregante de la melanina en los 

melanocitos de los anfibios (Lerner et al. 1958). Derivada del triptófano y la serotonina, es 

sintetizada por bacterias, protozoos, algas, plantas, invertebrados y vertebrados (Hardeland 

2008), y algunas de sus funciones pueden diferir según especies y tipos celulares. Se trata de una 

molécula muy liposoluble, con una semivida de 20-40 min, transportada en plasma unida a 

albúmina en un 70%. Es metabolizada en hepatocitos mediante oxidación por el citocromo P450 

CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1 y después conjugada con sulfato para ser excretada en la orina (Reiter 

et al. 2010). Presenta una baja biodisponibilidad oral (estimada en un 3-15%) como consecuencia 

de un primer paso hepático (Andersen et al. 2016; Agencia española de medicamentos y 

productos sanitarios 2018). 

Se han identificado dos receptores de membrana para la melatonina, el MT1, localizado 

principalmente en sistema nervioso central, vasos sanguíneos y sistema inmune, y el MT2, en 

retina y cerebro, ambos acoplados a proteínas G inhibidoras. Además, la melatonina es capaz de 

unirse a receptores nucleares de tipo calmodulina, calreticulina y proteín-quinasa C (PKC). No 

obstante, ejerce también funciones independientes de receptor, pues la melatonina presenta de 

forma intrínseca actividad antioxidante, funcionando como un potente barredor de radicales 

libres tanto de oxígeno como de nitrógeno (Tan et al. 2002). 

Una de las primeras funciones de la melatonina identificadas es su papel como reloj 

biológico, participando en los ciclos de reproducción de varias especies y regulando el ritmo 

sueño-vigilia. En mamíferos, el principal productor de melatonina y del cual dependen las 

concentraciones plasmáticas es la glándula pineal, según la información que recibe del núcleo 

supraquiasmático. Se ha identificado la luz azul, en torno a 470 nm, como inhibidor de la síntesis 
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de melatonina. Como regla general podemos afirmar que la producción de melatonina en 

mamíferos tiene lugar en la oscuridad, pero sus efectos varían de especie a especie, 

encontrándose un mismo patrón de secreción tanto en animales diurnos como nocturnos (Tan 

et al. 2010). No obstante, se cree que podría ser sintetizada en las mitocondrias de prácticamente 

todos los tipos celulares, independientemente de la exposición a la luz (Majidinia et al. 2018) 

La melatonina presenta un papel en el proceso de envejecimiento mediante múltiples 

mecanismos. Uno de ellos es su implicación como regulador del ritmo circadiano. Los individuos 

ancianos presentan un patrón irregular de sueño-vigilia, con un sueño nocturno fragmentado y 

mayor somnolencia diurna. Estos hallazgos coinciden con los de una disminución del pico 

nocturno de melatonina plasmática. Esta reducción en la síntesis de melatonina podría ser 

secundaria al propio deterioro del núcleo supraquiasmático relacionado con el envejecimiento y 

la exposición a estrés oxidativo (Majidinia et al. 2018). La disrupción del ritmo sueño-vigilia se ha 

asociado al desarrollo de neoplasias y al envejecimiento prematuro, así como a perturbaciones 

en la regulación del sistema inmune. 

Además de su papel como reloj biológico, la melatonina ejerce un papel como modulador 

inflamatorio. Se ha identificado actividad proinflamatoria y proapoptótica in vitro en monocitos y 

en células tumorales tratados con melatonina (Hardeland 2018). No obstante, la mayoría de los 

estudios in vivo le atribuyen un efecto antiinflamatorio y antiapoptótico, suprimiendo una 

respuesta inflamatoria sistémica secundaria a la sepsis (Paskaloğlu et al. 2004; Şener et al. 2004; 

Zhang et al. 2013), así como secundaria a isquemia, tanto local, vista en estudios de isquemia 

cerebral en ratas (Paredes et al. 2015; Rancan et al. 2018), como en órganos remotos, atenuando 

el daño pulmonar en un modelo de isquemia-reperfusión en ratas (Takhtfooladi et al. 2015). 

También ha demostrado efectos antioxidantes en otros escenarios de inflamación crónica, 

asociados al envejecimiento (Hardeland 2018; Majidinia et al. 2018). En modelos animales se ha 
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descrito una reducción en los niveles plasmáticos de melatonina con el desarrollo del síndrome 

metabólico, habiéndose conseguido una reversión de la hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, 

hiperglucemia e hipertensión en ratas sanas y diabéticas (Leibowitz et al. 2008). 

Ante los potenciales efectos beneficiosos relacionados con el control del ritmo 

circadiano, su acción antioxidante y su papel como modulador de la inflamación, la melatonina 

se postula como un tratamiento eficaz frente a los eventos adversos del envejecimiento que 

merece ser estudiado en profundidad. 
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Xantohumol 

El xantohumol es una chalcona prenilada hallada en las flores hembra del lúpulo 

(Humulus lupulus L.). Esta molécula ha recibido la atención de la comunidad científica desde que 

a finales de los 90 se describiera su actividad antioxidante y antitumoral (Gerhauser et al. 2002). 

Desde entonces varios estudios han descrito diferentes actividades biológicas del xantohumol y 

algunos de sus metabolitos. 

El xantohumol presenta una baja biodisponibilidad oral, habiéndose descrito su 

acumulación en el citoplasma de células intestinales Caco-2 (Liu et al. 2015) y pudiendo verse por 

ello retardada su absorción. Presenta una curva de absorción bifásica, con picos plasmáticos a las 

2 h y a las 8 h de su administración oral, probablemente debido a un fenómeno de recirculación 

enterohepática. El xantohumol y su isómero isoxantohumol (IX) son parcialmente metabolizados 

por la microbiota intestinal y por el citocromo P450 en el hígado (principalmente CYP1A2) a 

desmetilxantohumol y a los fitoestrógenos 8-prenilnaringenina (8PN) y 6-prenilnaringenina 

(6PN). Se postula por tanto que muchos de sus efectos están mediados por estos metabolitos. 

Las acciones biológicas del xantohumol descritas hasta hoy son numerosas. Así, varios 

estudios avalan un efecto antioxidante, habiéndose descrito una inhibición de la LPO en 

lipoproteínas de baja densidad inducida por sulfato de cobre (Miranda et al. 2000) y por 

peroxinitrito (Stevens et al. 2003). Presenta además propiedades antiinflamatorias a través de 

varias vías: el xantohumol ha demostrado inhibir la expresión de iNOS inducida por LPS y por IFNγ 

reduciendo por tanto la síntesis de NO en macrófagos de ratón RAW 264.7 (Zhao et al. 2003); ha 

sido también capaz de disminuir la activación de NFκB en macrófagos activados con LPS (Cho et 

al. 2008) y de TNFα (Peluso et al. 2010). No solo se ha descrito actividad antiinflamatoria en el 

contexto de la inflamación aguda, sino que además otras investigaciones de nuestro grupo sobre 
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envejecimiento han hallado una inhibición en los niveles de citoquinas proinflamatorias en tejidos 

cardíaco (Campillo et al. 2018) y hepático (Fernández-García et al. 2019). 

El xantohumol podría resultar así mismo una herramienta terapéutica frente al síndrome 

metabólico y trastornos asociados. Ha demostrado inhibir la diferenciación de preadipocitos al 

disminuir la expresión del principal marcador para los adipocitos, el PPARγ, inducir la apoptosis 

de adipocitos maduros a través de la vía mitocondrial, y reducir la síntesis de ácidos grasos a 

través de la inhibición de la acetil transferasa; siendo capaz además de inducir desacoplamiento 

en la cadena de transporte electrónico mitocondrial atenuando el síndrome metabólico (Botta et 

al. 2005; Liu et al. 2015). 

Esta chalcona ha sido además estudiada por sus acciones anticancerígenas (Gerhauser et 

al. 2002). Varios de sus efectos biológicos podrían relacionarse con una actividad inhibidora de la 

iniciación tumoral, al presentar propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Además, al inhibir 

la actividad de los citocromos P450 y estimular la de enzimas de fase II podría reducir la activación 

de metabolitos cancerígenos y promover su detoxificación (Strathmann y Gerhauser 2012). Por 

otro lado, se ha identificado al xantohumol como un inductor de la apoptosis tanto por la vía 

extrínseca como por la mitocondrial (Pan et al. 2005; Colgate et al. 2007; Strathmann et al. 2010), 

presentando por tanto una potencial actividad preventiva y terapéutica frente al desarrollo de 

neoplasias. 

La multitud de acciones biológicas descritas acerca del xantohumol suscitan un particular 

interés en sus efectos in vivo a medio y largo plazo. Su implicación en los fenómenos de estrés 

oxidativo, inflamación y apoptosis lo convierten en una molécula con gran potencial como parte 

del arsenal terapéutico frente al proceso de envejecimiento pulmonar, por lo que será objeto de 

estudio de esta tesis doctoral. 
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Estradiol y fitoestrógenos 

Las enfermedades respiratorias crónicas suponen una de las principales causas de 

morbilidad a lo largo de la vida de los seres humanos. Aunque presenten diferentes 

fisiopatologías, los datos epidemiológicos sugieren que las hormonas sexuales podrían estar 

implicadas en la patogenia o progresión de varias enfermedades pulmonares (Badesch et al. 

2010; Choi 2011; Leynaert et al. 2012). Por ejemplo, la fibrosis pulmonar idiopática se ha 

considerado tradicionalmente una enfermedad masculina en términos de prevalencia (Townsend 

et al. 2012). No obstante, la mortalidad aumenta de manera más pronunciada en mujeres, y 

modelos animales muestran una mayor predisposición a la fibrosis pulmonar en hembras (Moore 

y Hogaboam 2008; Brass et al. 2010; Raghu et al. 2014). Por otro lado, las mujeres asmáticas 

experimentan un empeoramiento de los síntomas con la caída de los niveles de estrógenos 

(Townsend et al. 2012). Las mujeres sometidas a ooforectomía antes de los 46 años presentan 

un mayor riesgo de desarrollar asma y EPOC (Rocca et al. 2016), y las mujeres fumadoras tras el 

climaterio muestran un deterioro más acelerado en la función pulmonar y mayor riesgo de 

desarrollo de EPOC que los hombres fumadores, habiéndose identificado una reducción en la 

hiperreactividad bronquial gracias a la terapia hormonal sustitutiva en mujeres 

postmenopáusicas (Gan et al. 2006). La actividad estrogénica parece estar implicada además en 

el proceso de envejecimiento pulmonar. Se ha identificado el desarrollo de un fenotipo pulmonar 

enfisematoso en hembras de ratón con déficit estrogénico, mientras que la administración de 

estradiol se ha mostrado capaz de restaurar la integridad de la matriz extracelular pulmonar 

(Glassberg et al. 2014). 

Todos estos datos sugieren la posibilidad de que las mujeres sean particularmente 

vulnerables al envejecimiento pulmonar con la caída de los niveles de estrógenos al alcanzar el 

climaterio. Aunque varios estudios han demostrado efectos beneficiosos a nivel pulmonar con la 

administración de estrógenos, debemos tener en cuenta algunos efectos deletéreos. Las 
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neoplasias malignas de pulmón son una de las principales causas de mortalidad relacionadas con 

cáncer en las mujeres (Jemal et al. 2010a). Se ha sugerido además que las hormonas femeninas 

podrían ejercer un papel en su patogenia, particularmente en el desarrollo del adenocarcinoma 

de pulmón, el tipo más frecuente en no fumadores (Taioli y Wynder 1994; Subramanian y 

Govindan 2007; Jemal et al. 2010b). No obstante, los datos epidemiológicos en relación a la 

influencia de la terapia hormonal sustitutiva sobre la génesis del cáncer de pulmón en las mujeres 

son contradictorios, con estudios recientes demostrando una ausencia de asociación (Bae y Kim 

2015). Por otro lado, la terapia hormonal sustitutiva tras el climaterio podría incrementar el riesgo 

de desarrollar cáncer de mama según los esquemas empleados (Chlebowski y Anderson 2012). 

Merece la pena por tanto estudiar otras opciones de suplementos estrogénicos. Los 

fitoestrógenos son compuestos presentes en algunas plantas y que muestran una estructura o 

función similar a los estrógenos de los mamíferos y sus metabolitos, pudiendo actuar tanto como 

agonistas como antagonistas. Entre sus efectos se han identificado acciones cardioprotectoras, 

de reducción de la osteoporosis y mejoría de las capacidades cognitivas (Dijsselbloem et al. 2004), 

así como de protección pulmonar, reduciendo el riesgo de desarrollo de EPOC (Hirayama et al. 

2010) y mejorando el control del asma (Smith et al. 2004; Bime et al. 2011). Además, varios 

estudios epidemiológicos asocian el consumo de fitoestrógenos con una reducción del riesgo de 

desarrollo de cáncer de pulmón (Seow et al. 2002; Schabath et al. 2005; Shimazu et al. 2011) y 

de mama (Messina 2014; Setchell 2017). No, obstante, los mecanismos moleculares implicados 

en estas acciones protectoras no están del todo dilucidados. 
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Modelos animales utilizados 

Puesto que el envejecimiento es un proceso multifactorial que ocurre en condiciones 

fisiológicas en todos los seres vivos, es fundamental para su estudio la disponibilidad de modelos 

adecuados que no hayan sido sometidos a manipulación experimental. Uno de los modelos más 

populares para el estudio del envejecimiento son las cepas SAM (senescence-accelerated mice), 

que desarrollan una rápida progresión hacia el envejecimiento una vez alcanzada la pubertad, y 

en las cuales la única manipulación ha sido la reproducción endogámica (Takeda et al. 1981). 

En 1968 ratones AKR/J fueron donados a la Universidad de Kyoto. Allí los investigadores 

observaron que varios de sus descendientes presentaban una actividad física reducida, una 

pérdida de pelo y del brillo de éste, y una mortalidad más temprana. Entre 1972 y 1973 se 

seleccionaron cinco camadas de los ratones más exhaustos, a los que se denominó serie P 

(senescence-accelerated prone); así como tres camadas de ratones con envejecimiento normal, 

serie R (senescence-accelerated resistant). Desde entonces han surgido varias cepas SAMP a 

través de reproducción endogámica que desarrollan la mayoría de los cambios fenotípicos 

asociados al envejecimiento, como déficits de memoria, defectos inmunológicos, ritmo 

circadiano alterado, osteoporosis o artrosis (Takeda 1999). Se desconocen los factores genéticos 

asociados al envejecimiento acelerado que muestran los ratones SAMP. Se cree que la causa 

principal es un elevado nivel de estrés oxidativo secundario a disfunción mitocondrial (Mori et al. 

1998; Hosokawa 2002). 

Consecuentemente los ratones SAMP presentan un ciclo vital más corto, de entre 10 y 

13 meses, que los ratones SAMR, con ciclos vitales de entre 17 y 20 meses (Takeda 1999). 

Constituyen por tanto un buen modelo para el estudio del envejecimiento que consigue reducir 

significativamente los tiempos de investigación, ya que muestran a edades más tempranas 

procesos y patologías asociados al envejecimiento. En concreto, se han realizado numerosas 
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investigaciones con ratones pertenecientes a la cepa SAMP8 empleando como control la cepa 

SAMR1, habiéndose establecido como un modelo para el estudio del envejecimiento (Kurokawa 

et al. 1998; Butterfield y Poon 2005; Rodríguez et al. 2007; Morley et al. 2012; Cuesta et al. 2013; 

Ginés et al. 2017). 
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2. Hipótesis y objetivos 
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El envejecimiento es un proceso multifactorial que conduce a cambios deletéreos en los 

seres vivos, alterando la arquitectura y función de los diferentes órganos y conduciendo a una 

pérdida de la homeostasis y de la adaptación al medio interno y externo. Las alteraciones 

asociadas al envejecimiento están relacionadas con un aumento del estrés oxidativo, una 

activación inflamatoria crónica secundaria a un proceso de inmunosenescencia en relación con 

la exposición continua a antígenos, y un desequilibrio entre las señales proapoptóticas y 

antiapoptóticas que puede conducir por un lado a la pérdida celular en tejidos y por otro al 

desarrollo de neoplasias. 

El pulmón, al constituir una interfaz entre el medio interno y externo, está 

particularmente expuesto a agentes patógenos y contaminantes. Cabe esperar un incremento de 

los fenómenos de estrés oxidativo, inflamación y apoptosis en el tejido pulmonar con el 

envejecimiento, asociando una pérdida de funcionalidad. Además, estos fenómenos podrían 

verse agravados por la desregulación de ejes hormonales presente en el envejecimiento, entre 

ellos, la supresión hormonal secundaria al climaterio, y la reducción en la producción de 

melatonina. 

 El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido investigar los mecanismos moleculares 

implicados en el envejecimiento pulmonar y su modulación a través de la administración de 

sustancias con actividad antioxidante e inmunomoduladora, melatonina y xantohumol, sobre un 

modelo animal de envejecimiento; así como el estatus inflamatorio y oxidativo pulmonar sobre 

un modelo animal de supresión estrogénica y su posible modulación con suplementación 

hormonal o con fitoestrógenos. 

 Para ello nos planteamos: 
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1. Determinar el efecto del envejecimiento sobre los niveles de citoquinas proinflamatorias, 

marcadores de estrés oxidativo y mediadores apoptóticos en pulmón de ratones SAMP8 

y SAMR1. 

2. Determinar el efecto de la administración crónica durante 30 días de melatonina y de 

xantohumol sobre dichos parámetros. 

3. Determinar la relación entre envejecimiento pulmonar, producción de surfactante y el 

estatus oxidativo de neumocitos tipo II en ratas. 

4. Determinar el efecto de la administración crónica de melatonina sobre los parámetros 

anteriores. 

5. Determinar la implicación de la supresión estrogénica sobre el estatus oxidativo en el 

envejecimiento pulmonar y sobre la producción de surfactante pulmonar en ratas 

ooforectomizadas, con ratas hembra intactas y ratas macho como controles. 

6. Determinar los efectos de la suplementación hormonal con 17-β-estradiol y con 

fitoestrógenos en ratas ooforectomizadas sobre los fenómenos anteriores. 
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3. Material y métodos 
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1. Experimentos sobre pulmón en modelo animal de envejecimiento acelerado 

Animales 

Se emplearon ratones macho proclives al envejecimiento acelerado (SAMP8) y 

resistentes a este envejecimiento (SAMR1) de 2 (jóvenes) y de 10 (viejos) meses de edad, de 

progenitores procedentes de la colonia propia del Animalario de la Universidad de Granada. Los 

animales se alojaron en grupos de 6-7 ratones en jaulas de policarbonato (MacrolonR, Panlab, 

Barcelona, España) de 46,5 x 21,5 x 14,5 cm en el Animalario de la Universidad Complutense de 

Madrid a 22 ± 2 °C y 70% de humedad, bajo ciclos de luz automatizados de 12 h de luz y 12 h de 

oscuridad. Fueron alimentados ad libitum con una dieta estándar (A.04; Panlab, Barcelona, 

España) y agua. El estudio fue aprobado por el Comité de Experimentación Animal de la 

Universidad Complutense de Madrid. Se trató en todo momento a los animales según las Guías 

para el Cuidado Ético de Animales de Experimentación de la Unión Europea (2010/63/EU). 

 

Tratamientos 

Los animales se repartieron en seis grupos de experimentación: ratones jóvenes no 

tratados; viejos no tratados; viejos tratados con 1 mg/kg/día de melatonina; viejos tratados con 

10 mg/kg/día de melatonina; viejos tratados con 1 mg/kg/día de xantohumol; y viejos tratados 

con 5 mg/kg/día de xantohumol.  Se emplearon ratones SAMR1 tanto jóvenes como viejos como 

controles de sus respectivos grupos SAMP8. Los animales asignados al grupo de ratones tratados 

recibieron el tratamiento durante 30 días al cumplir los nueve meses de edad. 

La melatonina (Actafarma, Madrid, España) se administró disuelta en etanol (Panreac 

Química S.A., Barcelona, España) en el agua de beber de los animales, de manera que se 

alcanzaron concentraciones finales de etanol del 0,066%. La dosis real de melatonina se calculó 

teniendo en cuenta esta dilución en el agua, la cantidad de agua consumida diariamente por los 
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animales y el peso de estos (unos 30 g). El consumo de agua diario fue de aproximadamente 8-

10 mL. La melatonina se administró cada 24 h. Dado que estos animales son nocturnos, 

consumieron más del 80% del agua durante la fase de actividad, la noche. Los biberones de agua 

se cubrieron de papel de aluminio para protegerlos de la luz y el líquido se cambió tres veces a la 

semana, en función de la cantidad de agua consumida y el peso de los animales. 

El xantohumol (≥98% de pureza, NIC Nookandeh Institute for Chemistry of Natural 

Substances, Hamburgo, Alemania) se administró disuelto en etanol añadido al agua de beber, de 

nuevo teniendo en cuenta el consumo diario de agua. La solución fue repuesta a diario y los 

animales tuvieron acceso a ella durante las 24 h del día. 

Los grupos control (jóvenes y viejos no tratados) únicamente recibieron agua con etanol 

al 0,1%. 

Tras 30 días de tratamiento, los animales fueron sacrificados mediante dislocación 

cervical seguida de decapitación, y sus pulmones fueron recolectados para ser inmediatamente 

congelados en nitrógeno líquido. Los pulmones fueron almacenados en tubos Eppendorf estériles 

a -80 °C hasta el momento de su procesamiento. 

 

Determinaciones realizadas 

Ratones tratados con melatonina 

- Marcadores inflamatorios: 

- Expresión de mRNA (PCR): TNFα, IL-1β, NFκB1 (subunidad p105), NFκB2 

(subunidad p100), NKAP (NFκB activating protein). 

- Expresión de proteínas (Western Blot): TNFα, IL-1β, NFκB p50 (forma activada de 

p105), NFκB p65 (forma activada de RelA). 
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- Marcadores de estrés oxidativo: 

- Expresión de mRNA (PCR): HO-1, HO-2, eNOS, iNOS. 

- Expresión de proteínas (Western Blot): HO-1. 

- Daño oxidativo sobre RNA: niveles cuantitativos de 8-hidroxiguanosina (8-OHG) 

mediante ELISA. 

- Marcadores apoptóticos: 

- Expresión de mRNA (PCR): BAX, BAD, AIF, Bcl-2. 

- Expresión de proteínas (Western Blot): BAX, AIF. 

 

Ratones tratados con xantohumol 

- Marcadores inflamatorios: 

- Expresión de mRNA (PCR): TNFα, IL-1β, NFκB1 (p105), NFκB2 (p100), NKAP. 

- Expresión de proteínas (Western Blot): TNFα, IL-1β, NFκB p105. 

- Marcadores de estrés oxidativo: 

- Expresión de mRNA (PCR): HO-1, HO-2, eNOS, iNOS. 

- Expresión de proteínas (Western Blot): HO-1. 

 

Extracción de mRNA y cuantificación mediante PCR 

El mRNA procedente de los pulmones de los ratones macho se aisló mediante el kit 

RNeasy total RNA kit ref.50974104 (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La pureza del RNA se estimó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, y la 

concentración de RNA se determinó mediante espectrofotometría. La transcripción inversa de 2 
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µg de RNA para la síntesis de DNA complementario (cDNA) se realizó empleando el Reverse 

Transcription System (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y primers pd(N)6 (hexámeros aleatorios). 

La PCR en tiempo real (RT-PCR) se realizó en la máquina Applied Biosystems 7300 empleando la 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) y concentraciones 

de los primers específicos de 300 nM (Tabla 1). Las condiciones de termociclado fueron de 50 °C 

durante 2 min, 95 °C durante 10 min (seguido de 40 ciclos), 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1 

min, 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 30 s y 95 °C durante 15 s. Para la normalización de la carga 

de cDNA en la reacción de PCR, se realizó la amplificación de RNA ribosómico (rRNA) 18S para 

cada muestra. Los primers empleados se detallan en la Tabla 1. Los cambios relativos en la 

expresión génica se calcularon usando el método 2-ddCt (Livak y Schmittgen 2001). 

Nombre Secuencia (5’-3’)  

18S Sentido GGTGCATGGCCGTTCTTA 

 Antisentido TCGTTCGTTATCGGAATTAACC 

TNFα Sentido ATGAGAAGTTCCCAAATGGC 

 Antisentido CTCCACTTGGTGGTTTGCTA 

IL-1β Sentido TGTGATGAAAGACGGCACAC 

 Antisentido CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG 

NFκB1 Sentido CAGCTCTTCTCAAAGCAGCA 

 Antisentido TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA 

NFκB2 Sentido TGGAACAGCCCAAACAGC 

 Antisentido CACCTGGCAAACCTCCAT 

NKAP Sentido CGAGCTCTAAAGAGTCCCAAGA 

 Antisentido CCTCTGGGCCAATCAAATC 

HO-1 Sentido GTCAAGCACAGGGTGACAGA 
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 Antisentido ATCACCTGCAGCTCCTCAAA 

HO-2 Sentido TACGGCACCAGAAAAGGAAA 

 Antisentido GTGCTTCCTTGGTCCCTTC 

eNOS Sentido CCAGTGCCCTGCTTCATC 

 Antisentido GCAGGGCAAGTTAGGATCAG 

iNOS Sentido CTTTGCCACGGACGAGAC 

 Antisentido TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC 

BAX Sentido GTGAGCGGCTGCTTGTCT 

 Antisentido GGTCCCGAAGTAGGAGAGGA 

BAD Sentido GCCCTAGGCTTGAGGAAGTC 

 Antisentido CAAACTCTGGGATCTGGAACA 

AIF Sentido AGTCCTTATTGTGGGCTTATCAAC 

 Antisentido TTGGTCTTCTTTAATAGTCTTGTAGGC 

Bcl-2 Sentido TGAGTACCTGAA CCGGCATCT 

 Antisentido GCATCCCAGCCTCCGTTAT 

 

Tabla 1. Características de los primers empleados para RT-PCR. 

 

Expresión de proteínas 

La expresión de proteínas fue cuantificada mediante Western Blot (WB). Para ello las 

muestras de pulmón fueron homogeneizadas en tampón de lisis (100 mmol/L de NaCl, 10 mmol/L 

de TRIS-Cl (pH 7,6), 1 mmol/L de EDTA (pH 8), 1 μg/mL de aprotinina, 100 μg/mL de PMSF), se 

diluyeron (1:1) con tampón 2x (100 mmol/L de TRIS-HCl (pH 6,8), SDS al 4%, glicerol al 20%, azul 

de bromofenol al 0,1%, 200 mmol/L de ditiotreitol) y se hirvieron durante 10 min. La 
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concentración de proteína se midió mediante un kit BCA y lector de microplaca. Se separaron 

cantidades equivalentes de proteína (25 μg) por cada muestra mediante SDS-PAGE empleando 

geles de acrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana PVDF mediante sistema semi-seco.  

Inmediatamente después la membrana se incubó en tampón bloqueador (leche desnatada al 5% 

en 20 mM de Tris, pH 7,5; 150 mM de NaCl; y Tween-20 al 0,01%) a 37 °C durante 1 h para evitar 

la unión inespecífica. Tras un lavado para eliminar los anticuerpos no unidos, la membrana se 

incubó con anticuerpos policlonales de conejo (1:1.000) durante 12 h a 4 °C, seguida de una 

incubación con peroxidasa de rábano unida covalentemente a anticuerpos secundarios IgG anti-

conejo (1:7.000) (Transduction Lab, Lexington, KY, EE. UU.). Después de un nuevo lavado con T-

TBS, las membranas se visualizaron mediante reactivos de quimioluminiscencia ECL Plus 

(AmershamLife Science Inc., Buckinghamshire, Reino Unido) sobre película de rayos X. Las 

películas se escanearon con un densitómetro (BioRad GS 800) para determinar las densidades 

ópticas relativas. Se emplearon marcadores proteicos pre-teñidos para las determinaciones del 

peso molecular. Como control interno, se determinó simultáneamente la expresión de β-actina 

reincubando las placas con anticuerpo  para β-actina (1:5.000) (Santa Cruz, CA, EE. UU.). Los 

niveles de expresión proteica se normalizaron a los de los animales controles jóvenes (que se 

situaron en el 100%). 

 

Medición de marcadores de daño oxidativo del RNA 

La determinación del daño oxidativo del RNA se realizó mediante kit ELISA, con un ensayo 

competitivo para la medición cuantitativa de 8-hidroxiguanosina (8-OHG) (Cell Biolabs, Inc., San 

Diego, CA, EE. UU.). Para ello se añadieron las muestras de 8-OHG o estándares de 8-OHG a un 

conjugado 8-OHG/BSA adherido a una placa para EIA. Tras una breve incubación, se añadió un 

anticuerpo monoclonal para 8-OHG, seguido por un anticuerpo secundario unido a peroxidasa de 

rábano. El contenido de 8-OHG en muestras desconocidas se determinó mediante la 
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comparación con una curva estandarizada. Finalmente, los resultados se expresaron en ng/mg de 

RNA. 

 

Análisis estadístico 

Los datos se expresaron como la media ± la desviación estándar de la media del número de 

determinaciones. Los resultados se analizaron mediante test ANOVA seguido de análisis post hoc 

de Fisher. Únicamente se aceptaron como significativos los valores con p < 0,05. 
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2. Experimentos sobre neumocitos tipo II 

Experimentos con administración de melatonina 

Animales y tratamiento 

Se emplearon ratas Wistar macho que fueron alojadas en jaulas de policarbonato 

(MacrolonR, Panlab, Barcelona, España) en el Animalario de la Universidad Complutense de 

Madrid a 22 ± 2 °C y 70% de humedad, bajo ciclos de luz automatizados de 12 h de luz y 12 h de 

oscuridad. Los animales fueron alimentados ad libitum con una dieta estándar (A.04; Panlab, 

Barcelona, España) y agua y asignados a cuatro grupos experimentales: jóvenes control (2 meses 

de edad), viejos control (24 meses de edad), viejos tratados con melatonina a 2,5 mg/kg/día y 

viejos tratados con melatonina a 5 mg/kg/día. El estudio fue aprobado por el Comité de 

Experimentación Animal de la Universidad Complutense de Madrid. Se trató en todo momento a 

los animales según las Guías para el Cuidado Ético de Animales de Experimentación de la Unión 

Europea (2010/63/EU). 

 A los 22 meses las ratas asignadas a los grupos de tratamiento recibieron melatonina 

añadida al agua de bebida durante 10 semanas. La melatonina se preparó y administró siguiendo 

el protocolo ya descrito en la sección previa. Las ratas fueron sacrificadas para la obtención de 

muestras a los 2 o a los 24 meses de edad, según el grupo experimental asignado, mediante 

decapitación, y sus pulmones se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido. 

 

Experimentos sobre modelo animal de supresión estrogénica 

Animales y tratamiento 

Se emplearon en total 40 ratas macho y 66 ratas hembra de la cepa Wistar. Las ratas 

hembra se aleatorizaron para ser ooforectomizadas a los 12 meses de edad o bien para 

permanecer intactas. A los 22 meses de edad, las ratas ooforectomizadas se asignaron 

aleatoriamente a tres grupos: tratadas con 17-β-estradiol, tratadas con extracto de soja o no 
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tratadas, como se muestra en la Figura 1. Cada grupo experimental consistió en 6-8 ratas. Se 

administró estradiol subcutáneo a las ratas a una dosis de 125 μg/semana (β-Oestradiol Sigma-

Aldrich S.L., Tres Cantos, España), disuelto en aceite de girasol mediante agitación con vórtex y 

ultrasonicación en un volumen de 100 μL por dosis. La suplementación con soja se realizó 

mediante la administración oral de cápsulas con extracto seco de hipocótilo de Glycine max (L.) 

Merr. (Phyto Soya® Arkopharma S.A., Madrid, España), que contenían etanol al 60% V/V como 

disolvente y un 10% de isoflavonas (17,5 mg por cápsula), calculadas como la suma de glucósidos 

de isoflavona (genistina, daidzina y glicitina). El extracto se prediluyó en etanol puro y a 

continuación en agua mediante agitación magnética y ultrasonicación al volumen calculado 

necesario para administrar una dosis de 312 mg/kg/día de extracto de soja añadido al agua de 

bebida (con un contenido final de etanol por botella del 1%), según el peso semanal de los 

animales y el consumo diario de agua. 

Se obtuvieron muestras a los 2, 14, 18, 22 y 24 meses de edad para evaluar los posibles 

cambios en los niveles de marcadores de estrés oxidativo durante el envejecimiento en ratas 

macho, ratas hembra intactas y ratas ooforectomizadas, así como los efectos del estradiol y los 

fitoestrógenos sobre las ratas con supresión estrogénica. Los animales se mantuvieron a 22 ± 2 

°C y 70% de humedad, bajo ciclos de luz automatizados de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Fueron 

alimentados ad libitum con una dieta estándar (A.04; Panlab, Barcelona, España) y agua. El 

estudio fue aprobado por el Comité de Experimentación Animal de la Universidad Complutense 

de Madrid. Se trató en todo momento a los animales según las Guías para el Cuidado Ético de 

Animales de Experimentación de la Unión Europea (2010/63/EU). Las ratas fueron sacrificadas 

mediante decapitación y sus pulmones se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido para 

su ulterior procesamiento. 
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Fig. 1. Diseño del experimento sobre modelo animal de supresión estrogénica. Se obtuvieron 
muestras a los 2, 14, 18 y 22 meses de edad en ratas macho, hembras intactas y hembras 
ooforectomizadas a los 12 meses de edad. Al cumplir los 22 meses, las ratas ooforectomizadas 
recibieron tratamiento con 17-β-estradiol, extracto de soja o ningún tratamiento.  
 

Aislamiento y cultivo de los neumocitos tipo II 

Para la preparación de los neumocitos tipo II, se empleó solución I, consistente en 140 

mmol/L de NaCl, 5 mmol/L de KCl, 2,5 mmol/L de Na2HPO4, 10 mmol/L de HEPES, 6 mmol/L de 

glucosa, 0,2 mmol/L de EGTA, y 10 µg/mL de DNasa. La solución II contenía los mismos 

componentes que la solución I, además de 2 mmol/L de CaCl2, 1,3 mmol/L de MgSO4, 27 U/mL 

de “orceína-elastina”, 0,5 mg/mL de tripsina, y 0,5 mg/m/L (2,7 IU/mg) de colagenasa. Para aislar 

las células, el tejido pulmonar se aclaró con la solución I y se troceó en pequeños fragmentos, que 

se lavaron exhaustivamente con la misma solución para retirar las células sanguíneas. A 

continuación los fragmentos de pulmón se digirieron mediante dos exposiciones consecutivas a 

la solución II durante 20 min en un baño con agitación con agua a 37 °C. La digestión tisular fue 

terminada mediante la adición de suero fetal bovino a 4 °C. Se filtró la suspensión celular 

resultante a través de mallas de nylon (de 200 y 20 µm respectivamente) y se centrifugó a 250 g 
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durante 10 min. Se desechó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en medio RPMI 1640. 

Tras su aislamiento, las células se cultivaron en RPMI con suero fetal bovino al 10%, 100 UI/mL 

de penicilina G y 50 µg/mL de gentamicina durante 90 min, durante los cuales la mayoría de los 

macrófagos alveolares se adhirieron al plástico. Tras 90 min, las células no adheridas se retiraron, 

se centrifugaron (250 g, 10 min) y se resuspendieron en la solución I. Para una mayor purificación, 

la suspensión se sometió a un gradiente Percoll creado mediante la centrifugación de Percoll con 

salino tamponado con fosfato, a una ratio de 6:7, durante 10 min a 20.000 g (Skillrud y Martin 

1984). La viabilidad de las células, determinada por ensayo de exclusión con azul de tripano, fue 

del 96,9 ± 9,1%. Tras su purificación, los neumocitos tipo II (106 células/mL) se cultivaron en 

micropocillos recubiertos de colágeno A y en medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino, 

100 UI/mL de penicilina G y 50 µg/mL de gentamicina en una incubadora con aire con 95% O2-5% 

CO2 (37 °C, 24 h). El medio se renovó y se recultivó durante 24 h más. Tras el periodo de cultivo, 

se separaron las células del medio para realizar las diferentes mediciones. 

 

Determinaciones realizadas 

- Marcadores de estrés oxidativo: CO, LPO, NO, cGMP. 

- Enzimas antioxidantes: catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx), glutatión reductasa 

(GR). 

- Producción de surfactante pulmonar: concentraciones de fosfatidilcolina (PC). 

 

Medición de cGMP y LPO 

Las células fueron raspadas suavemente. El contenido celular de cGMP y de LPO se 

determinó mediante kits ELISA específicos. 
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Medición de la liberación de CO 

 Para cuantificar la cantidad de CO liberado, se midió la ratio de carboxihemoglobina tras 

la adición de hemoglobina. Se añadió hemoglobina (4 M) a las muestras, y la mezcla se dejó 

reaccionar durante 1 min para permitir la máxima unión de CO a la hemoglobina. A continuación 

las muestras se diluyeron con una solución con tampón fosfato (0,01 mol/L de fosfato de potasio 

monobásico/fosfato de potasio dibásico, pH 6,85) con ditionito de sodio. Tras incubación a 

temperatura ambiente durante 10 min, se midió la absorbancia a 420 y 432 nm contra curva 

elaborada solo con tampón. 

 

Medición de la liberación de NO 

 La liberación de NO al medio se determinó mediante la reacción de Griess como la 

concentración de NO2 tras la reducción de NO3. Las muestras fueron desproteinizadas mediante 

la adición de ácido sulfosialicílico, e incubadas durante 30 min a 4 °C. A continuación, las muestras 

fueron centrifugadas durante 20 min a 12.000 g. Tras la incubación de los sobrenadantes con 

Escherichia coli productora de NO3 reductasa (37 °C, 30 min), se añadió 1 mL de reactivo de Griess 

(dihidroclorato de naftilenediamina al 0,5%, sulfanilamida al 5%, H3PO4 al 25%). La reacción tuvo 

lugar a 22 °C durante 20 min, y se midió la absorbancia a 546 nm, empleando solución de NaNO2 

como estándar. La señal medida fue linear desde 1 a 150 μM (r = 0,994, p < 0,001, n = 5), y el 

umbral de detección fue de 2 μmol/L. 

 

Medición de la actividad de GR, GPx y CAT 

Las actividades de las enzimas GR, GPx y CAT se midieron espectrofotométricamente 

mediante kits comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Determinación de la síntesis de surfactante 

 La síntesis de surfactante se determinó midiendo la incorporación de D-[U-14C] glucosa 

10 mmol/L (12,5 Ci/mol, uniformemente marcada) a la PC. Para conseguirlo, los neumocitos tipo 

II (106 células/mL) se cultivaron en micropocillos recubiertos con colágeno A y en medio RPMI 

1640 con suero fetal bovino al 10%, 100 UI/mL de penicilina G y 50 µg/mL de gentamicina en una 

incubadora con aire con 95% O2-5% CO2 (37 °C, 24 h). El medio se reemplazó con medio fresco y 

las células se cultivaron durante 24 h en presencia de D-[U-14C] glucosa. Tras el periodo de 

incubación, el medio se retiró y las células se congelaron inmediatamente en acetona enfriada 

con hielo seco. Tras la adición de metanol ácido, las células se sonicaron en un desintegrador 

ultrasónico MSE (Branson, Danbury, CT, EE. UU.), y se extrajeron los lípidos con 1,3 mL de 

cloroformo y 0,4 mL de solución de sal durante 1 h a temperatura ambiente. La fase orgánica se 

lavó a continuación 3 veces con 1 mL de fase acuosa consistente en cloroformo-metanol-sal-HCl 

(266:133:100:1, en volumen), tras la adición de 30 μL de lípidos de transferencia. La fase orgánica 

se secó y se reconstituyó en cloroformo-metanol (2:1). Las muestras con la fase orgánica 

reconstituida se colocaron sobre placas recubiertas de gel de sílice (Merck, Darmstadt, Alemania), 

ya preactivadas durante 1 h a 110 °C. La separación de los lípidos se realizó mediante 

cromatografía unidimensional según se había descrito previamente (Vara y Tamarit-Rodriguez 

1989). Para identificar los lípidos, las placas se rociaron con 2’,7’-diclorofluoresceína. Cada punto 

se raspó e incorporó a un vial de centelleo y se midió su radioactividad. Para excluir cualquier 

resto de marcador no incorporado se emplearon como controles experimentos en los que se 

añadió marcador justo antes de congelar las células. Se almacenó una alícuota congelada de 

suspensión celular para la determinación de proteínas mediante la tinción de Coomassie. 
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Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media ± la desviación estándar de la media. Las 

diferencias significativas entre los grupos se determinaron mediante el análisis de varianza de 

rangos de Friedman, seguido de test de Wilcoxon para datos apareados para identificar el origen 

de las diferencias. Se consideró significativo un intervalo de confianza del 95%. El análisis 

estadístico se realizó empleando el programa estadístico informático SPSS 23. 
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4. Resultados  
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1. Experimentos sobre pulmón en modelo animal de envejecimiento acelerado 

1.1. Expresión de mediadores inflamatorios 

Factor de necrosis tumoral α (tumor necrosis factor α; TNFα). El envejecimiento indujo un 

incremento en los niveles de mRNA de la citoquina proinflamatoria TNFα en los ratones SAMP8 

viejos en comparación con los animales jóvenes de la misma cepa y en comparación con los 

ratones SAMR1 viejos (p < 0,05) (Figs. 2a y 2c). El tratamiento tanto con melatonina (Fig. 2a) como 

con xantohumol (Fig. 2c) a ambas concentraciones administradas fue capaz de reducir 

significativamente estos niveles (p < 0,05) en los ratones SAMP8 de 10 meses de edad (viejos). 

Las mismas diferencias fueron halladas en los niveles de expresión proteica de TNFα medidos 

mediante WB (Figs. 2b y 2d).  

 

Figura 2. Expresión de mRNA y proteínas de TNFα. Niveles de TNFα en ratones SAMP8 y SAMR1 
tratados con melatonina (a y b) o xantohumol (c y d), medidos mediante RT-PCR o WB, según se 
indique. a) p < 0,05 vs. jóvenes control SAMP8; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 
vs. viejos control SAMP8. 
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Interleuquina-1β (interleukin-1β; IL-1β). Los niveles de mRNA de la citoquina proinflamatoria IL-

1β se vieron así mismo aumentados de forma significativa con el proceso de envejecimiento, 

mostrando los ratones SAMP8 viejos concentraciones más altas respecto a los ratones jóvenes 

de la misma cepa y respecto a los ratones SAMR1 viejos (p < 0,05) (Fig. 3). La administración de 

melatonina (Fig. 3a) así como de xantohumol (Fig. 3c) a ambas dosis testadas fue capaz de revertir 

significativamente este aumento (p < 0,05). Estos efectos se repitieron en las mediciones 

realizadas sobre la expresión proteica mediante WB (Figs. 3b y 3d), encontrándose además una 

acción antiinflamatoria significativamente más potente con la administración de xantohumol a 5 

mg/kg/día que a 1 mg/kg/día (p < 0,05). 

 

Figura 3. Expresión de mRNA y proteínas de IL-1β. Niveles de IL-1β en ratones SAMP8 y SAMR1 
ratones tratados con melatonina (a y b) o con xantohumol (c y d), medidos mediante RT-PCR o 
WB, según se indique. a) p < 0,05 vs. jóvenes control SAMP8; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; 
c) p < 0,05 vs. viejos control SAMP8; d) p < 0,05 vs. viejos tratados con xantohumol a 1 mg/kg/día. 
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Factor de transcripción nuclear kappa B1 (nuclear factor kappa B1; NFκB subunidad p105 o 

NFκB1). Las mediciones de mRNA no mostraron diferencias significativas entre grupos en cuanto 

a los niveles de NFκB1 (Figs. 4a y 4b). 

 

Proteína activadora de NFκB (NF-kappa-B-activating protein, NKAP). Los niveles de mRNA de los 

ratones SAMP8 viejos aumentaron significativamente respecto a sus controles jóvenes (p < 0,05). 

No se hallaron diferencias significativas con los ratones SAMR1 ni con la administración de 

melatonina (Fig. 4c) o xantohumol (Fig. 4d). 

 

Figura 4. Expresión de mRNA de NFκB1 y NKAP. Niveles de NFκB1 (a y b) y NKAP (c y d) en ratones 
SAMP8 y SAMR1 tratados con melatonina (a y c) y xantohumol (b y d), medidos mediante RT-PCR 
o WB, según se indique. a) p < 0,05 vs. jóvenes control SAMP8. 
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Factor de transcripción nuclear NFκB2 (nuclear factor kappa B2; NFκB subunidad p100 o NFκB2). 

Se encontraron niveles significativamente aumentados de mRNA de NFκB2 (p < 0,05) en los 

ratones SAMP8 viejos en comparación con los ratones jóvenes de su misma cepa y con los ratones 

SAMR1 viejos, viéndose estos efectos neutralizados por la administración de melatonina (Fig. 5a) 

y de xantohumol (p < 0,05) (Fig. 5b). 

 

NFκB subunidad p50 (forma activada de NFκB p105). Los ratones SAMP8 viejos mostraron una 

expresión proteica de NFκB p50 medida por WB significativamente más alta que los SAMP8 

jóvenes o que los SAMR1 viejos (p < 0,05). El tratamiento con melatonina fue capaz de 

contrarrestar ese efecto (p < 0,05) (Fig. 5c). 

 

NFκB subunidad p65 (forma activada de RelA). La expresión proteica medida por WB de NFκB p65 

se vio incrementada en los ratones SAMP8 viejos respecto a sus controles jóvenes (p < 0,05). La 

administración de melatonina fue capaz de reducir de nuevo los niveles de NFκB p65 (p < 0,05) 

(Fig. 5d). 
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Figura 5. Expresión de mRNA y proteínas de NFκB2 y NFκB subunidad p50 y subunidad p65. 
Niveles de mRNA de NFκB2 en ratones tratados con melatonina (a) y xantohumol (b), medidos 
mediante RT-PCR, así como niveles de proteína de la subunidad p50 (c) y p65 (d), medidos 
mediante WB, en ratones tratados con melatonina. a) p < 0,05 vs. jóvenes control SAMP8; b) p < 
0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 vs. viejos control SAMP8. 
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1.2. Expresión de marcadores de estrés oxidativo 

Hemooxigenasa-1 (hemoxygenase-1; HO-1). Se produjo un incremento en los niveles de mRNA 

de HO-1 en ratones SAMP8 viejos en comparación con animales jóvenes de la misma cepa y en 

comparación con ratones SAMR1 viejos (p < 0,05) (Figs. 6a y 6c). El tratamiento tanto con 

melatonina (6a) como con xantohumol (6c) a ambas concentraciones administradas redujo 

significativamente los niveles medidos (p < 0,05) en los ratones SAMP8 de 10 meses de edad 

(viejos). Las mismas diferencias fueron halladas en los niveles de expresión proteica de HO-1 

medidos mediante WB (Figs. 6b y 6d). En el caso del xantohumol, la dosis de 5 mg/kg/día fue 

significativamente más potente que la dosis de 1 mg/kg/día (p < 0,05). 

 

Hemooxigenasa-2 (hemoxygenase-2; HO-2). No se observaron diferencias significativas en las 

concentraciones de mRNA de HO-2 entre grupos (Figs. 6e y 6f). 
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Figura 6. Expresión de mRNA y proteínas del sistema hemooxigenasa. Niveles de HO-1 en ratones 
tratados con melatonina (a y b) y tratados con xantohumol (c y d) en ratones SAMP8 y SAMR1 
medidos mediante RT-PCR o WB, según se indique. a) p < 0,05 vs. jóvenes control SAMP8; b) p < 
0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 vs. viejos control SAMP8; d) p < 0,05 vs. viejos tratados 
con xantohumol a 1 mg/kg/día. 
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efecto (p < 0,05) (Fig. 7). 
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Figura 7. Niveles del marcador de oxidación de RNA 8-OHG. Niveles de 8-OHG en ratones SAMP8 
y SAMR1 y efecto del tratamiento con melatonina a 1 mg/kg/día. a) p < 0,05 vs. jóvenes control 
SAMP8; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 vs. viejos control SAMP8. 
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Figura 8. Expresión de mRNA de eNOS e iNOS. Niveles de eNOS e iNOS en ratones SAMP8 y SAMR1 
tratados con melatonina (a y c) o xantohumol (b y d) medidos mediante RT-PCR. a) p < 0,05 vs. 
jóvenes control SAMP8. 
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1.3. Expresión de mediadores apoptóticos 

Proteína X asociada a la familia Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein; BAX). El envejecimiento conllevó 

un incremento de la expresión de mRNA de BAX con niveles más elevados en ratones SAMP8 

respecto a sus controles jóvenes y a los SAMR1 viejos (p < 0,05) (Fig. 9a). La expresión de proteína 

de BAX (Fig.9b) fue más elevada en ratones SAMP8 e incluso SAMR1 viejos respecto a sus 

controles jóvenes (p < 0,05). El tratamiento con melatonina logró contrarrestar estos efectos en 

ambas cepas de ratones (p < 0,05). 

 

Factor inductor de la apoptosis (apoptosis-inducing factor; AIF). El envejecimiento indujo un 

incremento en los niveles de mRNA de AIF en ratones SAMP8 viejos en comparación con los 

SAMR1 viejos y con los SAMP8 jóvenes (p < 0,05)  (Fig. 9c). El tratamiento con melatonina a ambas 

concentraciones administradas fue capaz de reducir significativamente estos niveles (p < 0,05) en 

los ratones SAMP8 de 10 meses de edad (viejos). Diferencias similares fueron halladas en los 

niveles de expresión proteica de AIF medidos mediante WB (Fig. 9d). 
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Figura 9. Expresión de mRNA y proteínas de los mediadores proapoptóticos BAX y AIF. Niveles de 
BAX (a y b) y AIF (c y d) en ratones SAMP8 y SAMR1 medidos mediante RT-PCR o WB, según se 
indique. a) p < 0,05 vs. jóvenes control SAMP8; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 
vs. viejos control SAMP8. 

 

 

Promotor de muerte asociado a la familia Bcl-2 (Bcl-2-associated death promoter; BAD). Los 

niveles de mRNA de BAD se vieron incrementados con el envejecimiento, encontrándose 
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dosis consiguió reducir de nuevo la expresión de BAD (p < 0,05). En este caso se encontraron 

diferencias significativas, aunque probablemente no clínicamente relevantes, entre la expresión 

de mRNA de BAD con el tratamiento con melatonina de 1 mg/kg/día y de 10 mg/kg/día (Fig. 10a). 
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Proteína relacionada con el linfoma de células B 2 (B cell lymhoma related protein; Bcl-2). No se 

encontraron diferencias significativas en la expresión de mRNA de la proteína antiapoptótica Bcl-

2 entre los grupos de estudio (Fig. 10b). 

 

Figura 10. Expresión de mRNA de los mediadores apoptóticos BAD y Bcl-2. Niveles de BAD (a) y 
Bcl-2 (b) en ratones SAMP8 y SAMR1 medidos mediante RT-PCR. a) p < 0,05 vs. jóvenes control 
SAMP8; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 vs. viejos control SAMP8; d) p < 0,05 vs. 
SAMP8 viejos tratados con melatonina a 1 mg/kg/día. 
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2. Experimentos sobre neumocitos tipo II 

2.1. Resultados en machos de ratas Wistar tratados con melatonina 

Guanosín monofosfato cíclico (cyclic guanosine monophosphate; cGMP). El envejecimiento 

indujo un incremento en la expresión de cGMP, viéndose diferencias significativas entre las ratas 

jóvenes y las viejas control (p < 0,01). Se hallaron diferencias significativas entre las ratas viejas 

control y las tratadas con melatonina a 2,5 mg/kg/día (p < 0,05) y a 5 mg/kg/día (p < 0,01). En 

este caso se hallaron también diferencias significativas entre ambas dosis administradas (p < 0,05) 

(Fig. 11). 

 

Óxido nítrico (NO). De nuevo, el envejecimiento se asoció con un aumento significativo de los 

niveles de NO respecto a las ratas jóvenes (p < 0,01). En este caso, solo se hallaron diferencias 

significativas respecto a las ratas viejas control en las tratadas con melatonina a 5 mg/kg/día (p < 

0,05) (Fig. 12). 

 

Monóxido de carbono (CO). Las ratas viejas no tratadas mostraron niveles significativamente 

superiores de CO respecto a las ratas jóvenes (p < 0,01). El tratamiento con melatonina consiguió 

revertir este efecto, siendo más eficaz la dosis de 5 mg/kg/día que la de 2,5 mg/kg/día (p < 0,05) 

(Fig. 13). 

 

Peroxidación lipídica (lipoperoxides; LPO). Los niveles de LPO fueron significativamente superiores 

en ratas viejas no tratadas que en ratas jóvenes (p < 0,01) y que en ratas tratadas con melatonina 

a dosis de 2,5 mg/kg/día (p < 0,05) y a dosis de 5 mg/kg/día (p < 0,01) (Fig. 14). 
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Fosfatidilcolina (phosphatidylcholine; PC). Las concentraciones de fosfatidilcolina se vieron 

reducidas significativamente con el envejecimiento, pudiendo los tratamientos con melatonina 

revertir este efecto (p < 0,01). La dosis de melatonina a 5 mg/kg/día se mostró más eficaz que la 

dosis a 2,5 mg/kg/día (p < 0,05) (Fig. 15). 

 

 

Figura 11. Niveles de cGMP en neumocitos 
tipo II en ratas Wistar macho. Concentraciones 
halladas en ratas de 2 meses (jóvenes), 24 
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5 
mg/kg/día o 5 mg/kg/día de melatonina. * p < 
0,01 vs. 2 meses y 24 meses tratadas con 5 
mg/kg/día de melatonina; ** p < 0,05 vs. resto 
de grupos. 

  

 

 

 

 

 

Figura 12. Niveles de NO en neumocitos tipo II 
en ratas Wistar macho. Concentraciones 
halladas en ratas de 2 meses (jóvenes), 24 
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5 
mg/kg/día o 5 mg/kg/día de melatonina. * p < 
0,01 vs. 2 meses; ** p < 0,05 vs. resto de 
grupos. 
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Figura 13. Niveles de CO en neumocitos tipo II 
en ratas Wistar macho. Concentraciones 
halladas en ratas de 2 meses (jóvenes), 24 
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5 
mg/kg/día o 5 mg/kg/día de melatonina. * p < 
0,01 vs. 2 meses y 24 meses tratadas con 5 
mg/kg/día de melatonina; ** p < 0,05 vs. resto 
de grupos. 

 

 

 

 

 

Figura 14. Niveles de LPO en neumocitos tipo 
II en ratas Wistar macho. Concentraciones 
halladas en ratas de 2 meses (jóvenes), 24 
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5 
mg/kg/día o 5 mg/kg/día de melatonina. * p < 
0,01 vs. resto de grupos; ** p < 0,05 vs. 24 
meses no tratadas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Niveles de PC en neumocitos tipo II 
en ratas Wistar macho. Concentraciones 
halladas en ratas de 2 meses (jóvenes), 24 
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5 
mg/kg/día o 5 mg/kg/día de melatonina. * p < 
0,01 vs. resto de grupos; ** p < 0,05 vs. viejas 
tratadas con 5 mg/kg/día de melatonina.  
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2.2. Resultados sobre modelo de supresión estrogénica 

cGMP. El envejecimiento se asoció con un incremento progresivo de los niveles de cGMP en ratas 

Wistar macho, hembras intactas y hembras castradas (p < 0,05) (Fig. 16a). Los valores de cGMP 

fueron comparables en las ratas macho y en las hembras castradas, y en ambos grupos mayores 

que en las hembras control. No obstante, a los 18 meses de edad los valores en las hembras 

intactas se equipararon a los de los machos. El tratamiento con 17-β-estradiol y con 

fitoestrógenos se asoció a un descenso significativo en los niveles de cGMP en ratas castradas (p 

< 0,05) (Fig. 16b). 

 

NO. Los niveles de NO en neumocitos tipo II a los 2 meses de edad fueron significativamente 

superiores en las ratas macho en comparación con las ratas hembra (p < 0,05). No obstante, entre 

los 14 y los 24 meses de edad, los valores de NO fueron similares entre las ratas macho y las ratas 

hembra castradas, mostrando un marcado aumento que no se observó en las ratas intactas (p < 

0,05) (Fig. 16c). Cuando se administró 17-β-estradiol o fitoestrógenos los valores de NO 

disminuyeron de forma significativa en las ratas castradas (p < 0,05) (Fig. 16d). 

 

CO. El envejecimiento se asoció a un incremento significativo en las concentraciones de CO en 

neumocitos tipo II en ratas macho, hembras y hembras castradas (p < 0,05). Los niveles de CO en 

las ratas hembra control permanecieron significativamente más bajos que aquellos presentados 

en las ratas macho o en las hembras castradas a los 14, 18 y 22 meses de edad (p < 0,05). A los 

24 meses de edad, no obstante, los valores de CO resultaron equivalentes en las ratas castradas 

y en las intactas, aunque menores que en machos (Fig. 16e). Cuando se administró estradiol o 

extracto de soja a las hembras castradas se observó una marcada reducción en las 
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concentraciones de CO al compararse con las ratas castradas no tratadas de 24 meses de edad 

(p < 0,05) (Fig. 16f). No se observaron diferencias entre tratamientos. 
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Figura 16. Niveles de cGMP (a y b), NO (c y d) y CO (e y f) en neumocitos tipo II en ratas Wistar. 
Diferencias con la edad y entre grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras intactas; 
izquierda) y entre grupos de tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad, hembras 
ooforectomizadas de 24 meses de edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24 meses de 
edad tratadas con 17-β-estradiol y hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas con 
fitoestrógenos; derecha). * p < 0,05 vs. resto; & p < 0,01 vs. 24 meses de edad; ** p < 0,05 vs. 24 
meses de edad. 
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LPO. Los niveles de lipoperóxido aumentaron exponencialmente entre los 2 y los 14 meses de 

edad en los tres grupos. Entre los 14 y los 24 meses de edad, las concentraciones de LPO 

mostraron un incremento progresivo que fue menos marcado en las hembras no castradas de 

14, 18, 22 y 24 meses (p < 0,05) (Fig. 17a). Tanto el tratamiento con 17-β-estradiol como con 

fitoestrógenos disminuyó significativamente los niveles de LPO en neumocitos tipo II de las ratas 

ooforectomizadas (p < 0,05) (Fig. 17b). 

Figura 17. Niveles de LPO en neumocitos tipo II en ratas Wistar. Diferencias con la edad y entre 
grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras intactas; a), izquierda) y entre grupos de 
tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad, hembras ooforectomizadas de 24 meses de 
edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24 meses de edad tratadas con 17-β-estradiol y 
hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas con fitoestrógenos; b), derecha). * p < 0,05 vs. 
resto; & p < 0,01 vs. 24 meses de edad; ** p < 0,05 vs. 24 meses de edad. 
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 Glutatión peroxidasa (GPx) y reductasa (GR). La actividad de la GPx se vio disminuida en ratas 

macho y en ratas hembra ooforectomizadas cuando se comparó con las ratas intactas de la misma 

edad (p < 0,05) (Fig. 13c). El tratamiento con 17-β-estradiol o con fitoestrógenos revirtió los 

efectos de la ooforectomía sobre la actividad de la GPx (p < 0,01) (Fig. 13d). De forma similar, la 

actividad de la GR disminuyó con la edad y se vio reducida en machos y en hembras 

ooforectomizadas al compararse con ratas hembra intactas (p < 0,05) (Fig. 18e). La administración 

tanto de 17-β-estradiol como de fitoestrógenos restauró parcialmente la actividad de la GR en 

animales ooforectomizados (p < 0,01) (Fig. 18f). 
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Figura 18. Actividad de la CAT (a y b), la GPx (c y d) y la GR (e y f) en neumocitos tipo II en ratas 
Wistar. Diferencias con la edad y entre grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras 
intactas; izquierda) y entre grupos de tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad, 
hembras ooforectomizadas de 24 meses de edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24 
meses de edad tratadas con 17-β-estradiol y hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas 
con fitoestrógenos; derecha). * p < 0,05 vs. resto; # p < 0,05 vs. machos; & p < 0,01 vs. 24 meses 
de edad; ** p < 0,05 vs. 24 meses de edad. 
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PC. La síntesis de PC disminuyó con la edad, con valores similares entre machos y hembras 

castradas. La síntesis de fosfolípidos en ratas hembra intactas fue significativamente más alta a 

los 14 y 18 meses de edad, pero equivalente a los otros grupos experimentales a los 2, 22 y 24 

meses (p < 0,05) (Fig. 19a). Ambos tratamientos (17-β-estradiol y fitoestrógenos) restituyeron 

parcialmente la síntesis de PC en ratas hembra castradas viejas (p < 0,05) (Fig. 19b). 

Figura 19. Niveles de PC en neumocitos tipo II en ratas Wistar. Diferencias con la edad y entre 
grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras intactas; a), izquierda) y entre grupos de 
tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad, hembras ooforectomizadas de 24 meses de 
edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24 meses de edad tratadas con 17-β-estradiol y 
hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas con fitoestrógenos; b), derecha). * p < 0,05 vs. 
resto; & p < 0,01 vs. 24 meses de edad; ** p < 0,05 vs. 24 meses de edad. 
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5. Discusión 
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Los resultados de la presente tesis doctoral relacionan el envejecimiento en ratones 

SAMP8 con una elevación de mediadores proinflamatorios: TNFα, IL-1β y NFκB. Varios estudios 

previos, algunos llevados a cabo por nuestro grupo de investigación, han mostrado también un 

incremento en los niveles de TNFα, IL-1β y NFκB (Tha et al. 2000; Forman et al. 2010; Kireev et al. 

2010; Cuesta et al. 2011; Paredes et al. 2014), así como de HO-1 (Forman et al. 2010; Cuesta et 

al. 2011; Paredes et al. 2014) en páncreas, hígado, corazón, sangre y cerebro de ratones SAMP8 

en contraste con ratones SAMR1. Otras investigaciones han asociado también el envejecimiento 

pulmonar a incrementos en la expresión de citoquinas proinflamatorias como TNFα, IL-1β, IL-6 o 

IFNγ (Li et al. 2011; Canan et al. 2014) y la familia de factores de transcripción nuclear NFκB (Ren 

et al. 2014). Todos estos datos son acordes a la teoría inflamatoria del envejecimiento que sugiere 

que el aumento con la edad en la expresión de mediadores proinflamatorios es, al menos en 

parte, responsable de un estatus de inflamación crónica y de los cambios degenerativos vistos en 

el envejecimiento. 

 Como ya se ha expuesto, la activación de la cascada inflamatoria induce un estado de 

producción de radicales libres, tanto de oxígeno como de nitrógeno, que son a su vez capaces de 

inducir la expresión de citoquinas amplificando y perpetuando la respuesta inflamatoria. La 

isoforma inducible de la NO sintasa, iNOS, ve incrementada su expresión durante la respuesta 

inflamatoria. Su papel es la producción masiva de óxido nítrico, que se combinará con radicales 

libres de oxígeno para generar especies reactivas de nitrógeno, con gran poder oxidativo. En 

concreto, la combinación del óxido nítrico con el radical superóxido conduce a la formación de 

peroxinitrito (ONOO-), una de las especies reactivas de nitrógeno con mayor poder oxidante. En 

un contexto de defensa contra patógenos, esta respuesta es adaptativa. No obstante, durante la 

inflamación crónica vista en el envejecimiento constituye una fuente de daño oxidativo a los 

tejidos subyacentes, contribuyendo a la pérdida de funcionalidad molecular. Nuestros resultados 

relacionan el envejecimiento con una sobreexpresión de mRNA para iNOS en los ratones SAMP8 
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viejos en comparación con los jóvenes en tejido pulmonar, habiéndose encontrado previamente 

resultados similares en páncreas (Cuesta et al. 2011), hígado (Cuesta et al. 2011) y corazón 

(Forman et al. 2010). También hemos hallado un incremento en las concentraciones de NO y de 

su mensajero secundario, cGMP, presentes en neumocitos tipo II en machos de rata Wistar viejos 

en comparación con los jóvenes. Otras investigaciones previas han hallado un aumento en los 

niveles de nitritos y nitratos en mitocondrias de pulmón en ratones SAMP8 (Acuña-Castroviejo et 

al. 2012). Además de verse un aumento en la expresión de iNOS y en la producción de NO en un 

contexto de inflamación crónica, el envejecimiento se asocia a una sobreproducción de ambos 

dentro de la respuesta inflamatoria aguda a patógenos, habiéndose constatado mayores niveles 

de mRNA de iNOS y de productos de nitrosación de proteínas (nitrotirosina) en pulmones de 

ratones viejos en comparación con animales jóvenes en un modelo murino de endotoxemia (Starr 

et al. 2011). 

 El metabolismo del NO y sus cambios con la edad son complejos. Así, el NO es producido 

de forma constitutiva por la NOS en el endotelio vascular (eNOS) y difunde al músculo liso para 

inducir su relajación, empleando como segundo mensajero el cGMP. Además, el NO impide la 

agregación plaquetaria, por lo que una disminución en su producción puede favorecer la 

aparición de fenómenos trombóticos y de aterosclerosis (Ignarro y Napoli 2004), particularmente 

cuando existe un desequilibrio entre la expresión de iNOS y de eNOS. Nuestros resultados 

muestran una tendencia a la reducción en la expresión de mRNA de eNOS en pulmones de 

ratones SAMP8 con la edad, pero no alcanzan la significación estadística, habiendo estudios 

previos en pulmón con resultados similares (Starr et al. 2011). En general se acepta que la 

expresión de eNOS en el endotelio vascular disminuye con la edad (Sato et al. 1993; Matsushita 

et al. 2001), lo cual explica la elevada prevalencia de hipertensión y aterosclerosis en la población 

anciana. 
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 Además de un incremento significativo en la expresión de mRNA de iNOS y una tendencia 

a la reducción de eNOS con la edad en muestras de pulmón de ratones SAMP8, nuestros 

resultados experimentales sobre neumocitos tipo II han mostrado un incremento de las 

concentraciones de NO y de cGMP en ratas viejas respecto a las jóvenes. Aunque por regla 

general se asocie la actividad de la iNOS a su expresión en macrófagos durante la respuesta 

inflamatoria y la actividad de la eNOS a su expresión en el endotelio como relajante de la 

musculatura lisa, las diferentes isoformas de la NOS se encuentran en diversos tejidos. Así, se ha 

caracterizado la expresión de iNOS y de bNOS (brain nitric oxide synthase u óxido nítrico sintasa 

cerebral, una de las isoformas constitutivas, así denominada por haberse observado por primera 

vez en cerebro) en neumocitos tipo II, habiéndose descrito un aumento en la expresión de iNOS 

secundario a la exposición a citoquinas proinflamatorias (TNFα, IL-1β e IFNγ) y a LPS, de manera 

análoga a la expresión de iNOS en macrófagos, tanto en humano como en ratón (Asano et al. 

1994; Gutierrez et al. 1995; Kwon et al. 2001; Sunil et al. 2002). En el caso de la estimulación por 

TNFα e IL-1β, el incremento en la expresión de iNOS parece estar mediado por el factor de 

transcripción NFκB (Kwon et al. 2001). Por lo tanto, no sólo los macrófagos alveolares y otras 

células del sistema inmune están implicadas en la respuesta inflamatoria pulmonar, sino también 

los neumocitos tipo II, siendo capaces de producir por sí mismos NO en grandes cantidades y 

contribuir a la formación de RNS. Nuestros resultados han mostrado un aumento en las 

concentraciones de TNFα, IL-1β y NFκB en pulmones de ratones SAMP8 viejos, así como un 

aumento significativo en la expresión de mRNA de iNOS, en ausencia de un proceso de 

inflamación aguda. Consecuentemente, la inflamación crónica vista en el envejecimiento podría 

mediar la activación de la expresión de iNOS a través de los mismos mecanismos que se han 

descrito para la inflamación aguda (TNFα, IL-1β y NFκB). La elevación de NO y cGMP en 

neumocitos tipo II que hemos hallado sugiere que esta vía de activación también podría tener 

lugar en dicho tipo celular. 
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 La expresión de la enzima HO-1, implicada en el metabolismo del grupo hemo a 

biliverdina y bilirrubina, ambas con capacidad antioxidante, está regulada por una gran variedad 

de estímulos, siendo el elemento común entre ellos la presencia de estrés oxidativo (Maines 

1997; Araujo et al. 2012), hasta el punto de ser considerada un marcador de estrés oxidativo. Su 

expresión se ha visto previamente elevada con el envejecimiento tanto en pulmón (Ito et al. 2009) 

como en otros tejidos (Cuesta et al. 2011; Fernández-García et al. 2019). En relación con esto, 

nuestros resultados también muestran un aumento en los pulmones de ratones SAMP8 viejos 

tanto de los niveles de mRNA como de proteína medida por WB. Por tanto, presumiblemente el 

envejecimiento se relaciona con un estatus de estrés oxidativo que conduce a la inducción de la 

expresión de HO-1 en tejido pulmonar. En efecto, el hallazgo en nuestras investigaciones de altos 

niveles de 8-hidroxiguanosina en ratones viejos se corresponde con un aumento en la oxidación 

de componentes celulares. Como respuesta a la presencia de ROS, la actividad de la HO-1 

aumenta, lo cual supone una respuesta adaptativa ya que la actividad antioxidante de la 

biliverdina y la bilirrubina podría amortiguar los efectos del estrés oxidativo. 

 La degradación del grupo hemo por parte de la HO genera otro subproducto: el CO. El CO 

presenta actividad biológica, con algunas similitudes al NO: ambos tienen la capacidad de unirse 

a la guanilato ciclasa e inducir la producción de cGMP, aunque con menos eficacia en el caso del 

CO (Maines 1997). Además, tanto el CO como el NO pueden inhibir la actividad de la NOS. El 

sistema HO/CO ha llegado a considerarse incluso un componente de los sistemas de 

retroalimentación negativa del sistema NOS/NO, tanto por la capacidad del CO de inhibir la 

actividad de la NOS como por la degradación de la NOS, una hemoproteína, a cargo de la HO. En 

nuestra investigación se hallaron niveles aumentados de CO en neumocitos tipo II de ratas viejas; 

por otro lado, en pulmón de ratones SAMP8 se observó un incremento de la HO-1 secundario al 

envejecimiento. Si asociamos ambos mecanismos, cabría pensar que el aumento en los niveles 

de CO podría ser consecuencia de una activación de la HO-1.  Esta deducción se relaciona con el 
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hecho de que la principal fuente endógena de CO es el metabolismo del hemo a cargo de la 

hemooxigenasa (Arias-Díaz et al. 1997; Maines 1997). 

 Hemos visto que nuestros resultados muestran un perfil proinflamatorio y prooxidante 

en el envejecimiento pulmonar, tanto por los resultados observados en los ratones SAMP8 viejos 

en comparación con los SAMP8 jóvenes y con los SAMR1, como por los resultados observados en 

neumocitos tipo II de ratas viejas en comparación con las jóvenes. Además, hemos encontrado 

una elevación en la expresión de varios parámetros proapoptóticos en pulmones de ratones 

SAMP8 viejos respecto a los jóvenes y a los SAMR1, concretamente en los niveles de mRNA de 

BAD y en los niveles de mRNA y de expresión proteica de BAX y de AIF. No hemos hallado 

diferencias significativas asociadas al envejecimiento en la expresión de mRNA del mediador 

antiapoptótico Bcl-2. Todo esto sugiere un incremento de la apoptosis asociado al envejecimiento 

pulmonar. Otras investigaciones previas en nuestro grupo han hallado en hígado, páncreas y 

corazón un perfil proapoptótico desarrollado con el envejecimiento (Forman et al. 2010; Cuesta 

et al. 2011; Campillo et al. 2018; Fernández-García et al. 2019). Estos resultados son consistentes 

con los de otros grupos de investigación. Así, se ha descrito una mayor tasa de apoptosis en 

pulmones de ratones de 24 meses de edad (respecto a ratones menores de 9 meses de edad) 

sometidos a neumonectomía (Paxson et al. 2011) y en un modelo de envejecimiento homocigoto 

para la mutación klotho KL(-/-) (Ishii et al. 2008), así como un incremento en los mediadores 

proapoptóticos p53, p66Shc y cisteín-proteasa 32 en ratas Wistar de un año de edad respecto a 

ratas de 3 meses de edad (Petruccelli et al. 2010). No obstante, otras investigaciones han hallado 

un incremento en las concentraciones de la molécula antiapoptótica Bcl-2 asociado al 

envejecimiento en pulmón, hígado, corazón, riñón y bazo de ratones CD-1 (López-Araiza et al. 

2006), en contraste con resultados de páncreas de ratón SAMP8 que han descrito una 

disminución en los niveles de mRNA de Bcl-2 con el envejecimiento (Cuesta et al. 2011). En la 

presente investigación no se hallaron diferencias significativas en la expresión de mRNA de Bcl-2 
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entre ratones SAMP8 jóvenes y viejos o entre ratones SAMP8 y SAMR1, al igual que en otros 

estudios sobre hígado (Fernández-García et al. 2019). Aunque las investigaciones disponibles 

apuntan a que el envejecimiento se asocia a un perfil proapoptótico en tejido pulmonar (y en 

otros tejidos), la caracterización concreta de las moléculas implicadas requiere mayor estudio. 

 Los efectos de este estatus proinflamatorio, prooxidante y proapoptótico del 

envejecimiento sobre la producción de surfactante pulmonar no están del todo dilucidados, de 

manera que investigaciones previas apuntan a resultados contradictorios. Nuestros resultados 

muestran una reducción en la síntesis de novo de PC, el principal componente del surfactante 

pulmonar, en neumocitos tipo II de ratas Wistar (en machos, hembras intactas y hembras 

ooforectomizadas) con la edad. Se han descrito hallazgos similares sobre el contenido de 

fosfolípidos en lavado broncoalveolar en caballos viejos (Christmann et al. 2009). Estudios 

anatomopatológicos sobre ratón han mostrado alteraciones morfológicas con el envejecimiento 

en neumocitos tipo II, así como defectos en el tapiz de surfactante sobre el epitelio pulmonar 

(Walski et al. 2009). No obstante, otras investigaciones no corroboran dichos datos. En un estudio 

descriptivo sobre muestras cadavéricas de pulmón humano no se hallaron diferencias 

significativas en el contenido de PC saturada con la edad (Rebello et al. 1996). Por otro lado, el 

surfactante puede separarse mediante centrifugación diferencial en dos formas: en agregados 

grandes, su forma bioactiva, y en agregados pequeños, derivados de la degradación de los 

anteriores (Veldhuizen et al. 1996; Ruppert et al. 2003), por lo que la caracterización del 

surfactante con el envejecimiento también debería tener en cuenta cambios cualitativos. En un 

análisis sobre la cantidad y composición del surfactante pulmonar y la capacidad para la reducción 

de la tensión superficial en ratones de 22 meses de edad no se encontraron diferencias 

significativas respecto a ratones de 4 meses (Veldhuizen et al. 2019). Estos resultados son 

inconsistentes con los publicados por Ueda y cols., que describen un incremento gradual con la 

edad en la proporción de agregados grandes y una reducción en la degradación de agregados 
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grandes a pequeños en ratas de 24 meses respecto a jóvenes (Ueda et al. 2000). Este cambio 

cualitativo no se acompañó de cambios significativos en la cantidad de PC saturada medida en 

ratas de 3, 16 o 24 meses de edad.  

A tenor de todos estos datos, la caracterización del estatus del surfactante pulmonar con 

el envejecimiento es compleja. Nuestros resultados apuntan a una reducción en la capacidad de 

síntesis de surfactante a cargo de los neumocitos tipo II secundaria al envejecimiento pulmonar 

en ratas Wistar. Según investigaciones previas, esta reducción en la capacidad de síntesis no 

tendría por qué conducir a una disminución en la cantidad de surfactante pulmonar en individuos 

envejecidos, ya que podría verse acompañada de una reducción en su degradación, quedando 

inalterada su capacidad tensioactiva. No obstante, estos datos podrían apuntar a una pérdida en 

la capacidad de restauración del surfactante tras una lesión pulmonar aguda en individuos 

envejecidos. La producción de surfactante pulmonar podría verse alterada durante la inflamación 

aguda, habiéndose observado la capacidad del LPS de reducir la síntesis de surfactante pulmonar 

in vitro al inhibir la actividad de la acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa 1 (Zou et al. 2011). 

También se han descrito reducciones en la cantidad de fosfolípidos en el surfactante de pacientes 

con síndrome de distrés respiratorio agudo (Günther et al. 1996), así como alteraciones 

cualitativas en modelos de sepsis (Huang 2005). Se necesitan futuros estudios sobre la síntesis y 

cantidad de surfactante con el envejecimiento, incluyendo también el contexto de inflamación 

aguda, para la interpretación de estos datos. Debemos tener en cuenta, además, que 

aparentemente existen grandes diferencias entre especies en relación al contenido pulmonar de 

surfactante, siendo menor en humanos que en otras especies (Rebello et al. 1996), por lo que 

cualquier extrapolación de estudios experimentales animales debe realizarse con cautela. 

Como hemos visto anteriormente, la melatonina es una molécula que ha demostrado 

capacidad antioxidante, antiinflamatoria y antiapoptótica in vivo (Hardeland 2018), cuya síntesis 
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se ve disminuida con el envejecimiento. Por tanto, cabe esperar que su administración 

contrarreste los efectos proinflamatorios, prooxidantes y proapoptóticos asociados a la edad. 

Nuestros resultados han mostrado en tejido pulmonar un efecto antiinflamatorio de la 

administración de melatonina, que ha sido capaz de contrarrestar la elevación de mRNA y 

expresión proteica de las citoquinas TNFα y de IL-1β secundaria al envejecimiento. No se 

encontraron diferencias significativas entre las dosis de 1 mg/kg/día y 10 mg/kg/día. Estos 

resultados son acordes a investigaciones previas in vivo (Cuesta et al. 2011; Majidinia et al. 2018). 

En cuanto a la familia de factores de transcripción nuclear NFκB, con actividad proinflamatoria, el 

envejecimiento indujo una elevación en los niveles de mRNA de NFκB2, que fue contrarrestado 

por la administración de melatonina tanto a 1 como a 10 mg/kg/día, y de la expresión proteica 

de NFκB subunidad p50 y subunidad p65, siendo la melatonina a la dosis de 1 mg/kg/día capaz 

de revertir estos efectos. No se hallaron diferencias significativas asociadas al envejecimiento ni 

a la administración de antioxidantes en la expresión de mRNA de NFκB1. El envejecimiento sí 

provocó un incremento en la expresión de mRNA de NKAP, pero, en este caso, la melatonina 

mostró una tendencia a neutralizar estos efectos sin alcanzar la significación estadística. 

Investigaciones previas en hígado sí encontraron diferencias significativas con la edad en la 

expresión de mRNA de NFκB1 y de NKAP que fueron contrarrestadas con la administración de 1 

mg/kg/día de melatonina (Cuesta et al. 2010). Por el contrario, mediciones en páncreas en la 

expresión proteica de p65, p50 y p52 solo hallaron un incremento asociado al envejecimiento en 

los niveles de NFκB p52, que fueron restaurados por la administración de melatonina a la dosis 

de 10 mg/kg/día pero no a la de 1 mg/kg/día (Cuesta et al. 2011). Por regla general, y a la luz de 

numerosas investigaciones previas, podemos afirmar que la melatonina inhibe la actividad del 

sistema NFκB (Hardeland 2018). Así, se ha constatado su habilidad para inhibir la unión de p52 

tras la exposición a LPS en macrófagos murinos in vitro, sin alterar la expresión de p100, la 

formación de p52 a partir de p100 ni la traslocación nuclear de p52 (Deng et al. 2006). La 
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melatonina también ha demostrado inhibir la actividad de p65 en un modelo murino de resorción 

ósea (Ping et al. 2017) y de neuroinflamación secundaria a la administración de D-galactosa (Ali 

et al. 2015). A tenor de estos datos, la melatonina presenta por lo tanto capacidad de inhibir la 

cascada inflamatoria mediada por NFκB ya sea en un contexto de inflamación aguda como 

crónica. 

La melatonina podría ejercer su actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora a través 

de receptores de membrana MT1 y MT2, ambos asociados a proteínas G, por regla general, 

inhibidoras (Gi) (Hardeland 2008). No obstante, se ha caracterizado una activación de las quinasas 

reguladas por señales extracelulares (extracellular signal-regulated kinases) ERK 1 y 2 mediada 

tanto por proteínas Gi como Gs asociadas a MT1 en células renales embrionarias HEK293 (Chen 

et al. 2014). Así, los mecanismos de señalización intracelular activados son múltiples y difieren 

entre tipos celulares, siendo aún objeto de investigación (Dubocovich y Markowska 2005). 

Al margen de las funciones mediadas por receptores, la melatonina presenta per se 

capacidad antioxidante. Puesto que los radicales libres son por sí mismos activadores de la 

cascada inflamatoria, la melatonina también podría ejercer sus efectos antiinflamatorios a través 

de la reducción de los radicales libres circundantes. Los resultados obtenidos en la presente tesis 

doctoral avalan la capacidad antioxidante de la melatonina en pulmón, pues su administración 

fue capaz de reducir la expresión proteica y de mRNA de HO-1 (como ya hemos visto, marcador 

sensible de estrés oxidativo), así como el contenido de 8-hidroxiguanosina en pulmón de ratón 

SAMP8, revirtiendo la elevación de estos parámetros secundaria al envejecimiento. Los estudios 

realizados sobre neumocitos tipo II en machos de ratas Wistar también avalan un papel 

antioxidante de la melatonina, habiéndose observado un incremento en los niveles de LPO en 

este tipo celular en ratas viejas respecto a jóvenes, que fue revertido por la administración de 

melatonina. Investigaciones previas han hallado también una reducción en la expresión de HO-1 
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a cargo de la administración de melatonina en otros órganos en el contexto de inflamación 

crónica relacionada con el envejecimiento (Cuesta et al. 2010; Cuesta et al. 2011), pero también 

en el contexto de inflamación aguda en un modelo animal de sepsis (Li Volti et al. 2012). La 

reducción que hemos observado en la cantidad de CO, metabolito producido principalmente por 

la HO, en neumocitos tipo II de ratas viejas tratadas con melatonina también apunta a una posible 

inhibición en la expresión de la HO-1. 

Además de antioxidante directo, investigaciones previas que muestran la capacidad de la 

melatonina para inhibir la expresión de la iNOS tanto en inflamación crónica asociada al 

envejecimiento (Cuesta et al. 2010; Cuesta et al. 2011) como aguda secundaria a endotoxemia 

(Crespo et al. 1999; García et al. 2017) apuntan a una reducción indirecta del estrés oxidativo al 

inhibir la producción masiva de NO. Nuestros resultados muestran una tendencia a la inhibición 

de la iNOS tras la administración de melatonina, aunque sin alcanzar la significación estadística. 

No obstante, sí se hallaron diferencias significativas en los experimentos con neumocitos tipo II 

en las concentraciones de NO de ratas tratadas con melatonina a la dosis de 5 mg/kg/día, así 

como de cGMP, su segundo mensajero, a ambas dosis, aunque con mayor eficacia con la de 5 

mg/kg/día, por lo que no puede descartarse la implicación de la melatonina en la inhibición de la 

iNOS. 

Además de los efectos antiinflamatorios y antioxidantes sobre el envejecimiento 

pulmonar vistos en esta tesis doctoral, nuestros resultados también han mostrado un efecto 

antiapoptótico de la administración de melatonina en el modelo SAMP8, habiéndose descrito una 

reducción en la expresión de BAD, BAX y AIF, sin modificaciones sobre los niveles de mRNA de la 

molécula antiapoptótica Bcl-2. La relación entre melatonina y apoptosis es compleja, pues por 

regla general se ha observado una capacidad antiapoptótica en células normales y proapoptótica 

en cancerígenas (Majidinia et al. 2018). Tradicionalmente se han atribuido sus efectos 
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antiapoptóticos a su acción como barredor de radicales libres: al reducir el estrés oxidativo 

celular, la melatonina reduciría los estímulos desencadenantes de la apoptosis. No obstante, se 

han observado también acciones antiapoptóticas mediadas por los receptores (Das et al. 2010). 

Además, estudios sobre células tumorales muestran actividad proapoptótica a través de un 

incremento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial mediante la implicación de los 

receptores MT1 y MT2 (Lanoix et al. 2012). 

Hasta donde sabemos son pocos los estudios que han investigado los potenciales efectos 

protectores de la melatonina sobre el surfactante pulmonar. Así, la melatonina se ha mostrado 

eficaz a la hora de reducir los niveles de LPO del surfactante pulmonar inducida por leucocitos 

polimorfonucleares activados (Bouhafs y Jarstrand 2002). Nuestros resultados, como ya hemos 

visto, sugieren una reducción en la capacidad de síntesis de PC secundaria al envejecimiento. La 

administración de melatonina fue capaz de restaurar esta actividad, siendo más eficaz a la dosis 

de 5 mg/kg/día que a la de 2,5 mg/kg/día. Presumiblemente, este efecto podría relacionarse con 

la actividad citoprotectora de la melatonina secundaria a su actividad antioxidante y 

antiinflamatoria. 

Al igual que con la administración de melatonina, los resultados presentados en esta tesis 

doctoral avalan la acción antiinflamatoria y antioxidante del xantohumol. El xantohumol a ambas 

dosis testadas ha sido capaz de contrarrestar la elevación secundaria al envejecimiento de las 

citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-1β, siendo más efectiva para la reducción de esta última la 

dosis de 5 mg/kg/día que la de 1 mg/kg/día. No se han encontrado cambios en la expresión de 

NFκB1 en pulmón con la administración de xantohumol, pero este factor de transcripción 

tampoco se vio elevado en pulmón con la edad. Este no fue el caso para NFκB2, para el cual se 

vieron niveles de mRNA elevados en ratones SAMP8 viejos, efecto que fue contrarrestado en los 

grupos tratados con xantohumol. Al igual que con la administración de melatonina, el tratamiento 
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con xantohumol no fue capaz de antagonizar de forma significativa la elevación secundaria al 

envejecimiento en los niveles de mRNA de NKAP, aunque sí se observó una tendencia a su 

reducción. Otras investigaciones de nuestro grupo sobre envejecimiento cerebral (Rancán et al. 

2017) y hepático (Fernández-García et al. 2019) han mostrado resultados similares, de manera 

que la administración de xantohumol a 5 mg/kg/día fue más eficaz que la dosis de 1 mg/kg/día a 

la hora de reducir la expresión de  TNFα e IL-1β en cerebro y en hígado; siendo la dosis de 5 

mg/kg/día la única capaz de contrarrestar la elevación asociada al envejecimiento de NFκB2 y de 

NFκB subunidad p65. De forma similar, resultados previos en corazón muestran eficacia en la 

dosis de 5 mg/kg/día de xantohumol (pero no en la de 1 mg/kg/día) para contrarrestar la 

elevación de IL-1β, aunque, en este caso, no se observaron diferencias entre ambas dosis para 

revertir el aumento de TNFα ni de NFκB subunidad p65 (Campillo et al. 2018). Pocas 

investigaciones han descrito los efectos antiinflamatorios del xantohumol en tejido pulmonar. Un 

estudio in vivo sobre cerdos infectados con el virus del síndrome reproductor y respiratorio 

porcino observó una reducción con la administración de xantohumol en los niveles de TNFα, IL-

1β, IL-6 e IL-8 en pulmón (Liu et al. 2019), datos en consonancia con los resultados presentados 

en esta tesis doctoral. 

La capacidad antiinflamatoria del xantohumol ha sido investigada en otros órganos en el 

contexto de la inflamación aguda. Así, el xantohumol, a dosis intraperitoneales de entre 12,5 y 50 

mg/kg/día, ha atenuado la nefrotoxicidad inducida por cisplatino en ratones, contrarrestando en 

forma dependiente de dosis la elevación de los niveles de los mediadores proinflamatorios TNFα, 

IL-1β, IL-6 e NFκB (Li et al. 2018). Este modelo mostró también un aumento en la expresión de 

HO-1 secundaria al cisplatino que fue exacerbada por la administración de xantohumol. La 

elevación de HO-1 se vio acompañada de la del factor 2 asociado al factor nuclear eritroide 2 

(nuclear factor erythroid 2–related factor 2) Nrf2, molécula implicada en la activación de varios 

sistemas antioxidantes, entre ellos, SOD, GPx y HO-1 (Ma 2013). Estos resultados son consistentes 
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con otras investigaciones que muestran in vitro en microglía de ratón un descenso en los niveles 

de TNFα, IL-1β, IL-6 y NFκB inducidos por LPS, que fue acompañado de incremento de Nrf2 y de 

HO-1 (Lee et al. 2011). Estos hallazgos contrastan con nuestros resultados, en los que la edad se 

acompaña de un incremento en la expresión proteica y de mRNA de HO-1 que fue neutralizado 

por la administración de xantohumol. Este fenómeno se vio también previamente por nuestro 

grupo en los niveles de mRNA de HO-1 en hígado de ratones SAMP8 viejos, siendo el tratamiento 

con 5 mg/kg/día de xantohumol capaz de reducir de nuevo la transcripción de HO-1 (Fernández-

García et al. 2019). Estas diferencias podrían deberse a los diferentes contextos estudiados: 

mientras que los estudios que encuentran un incremento en la expresión de HO-1 (relacionada 

con Nrf2) son modelos de inflamación aguda con tratamientos cortos, los resultados que 

atribuyen al xantohumol una inhibición de HO-1 proceden de tratamientos crónicos en el 

contexto de envejecimiento. La administración crónica de xantohumol podría inducir un entorno 

con menor estrés oxidativo y por tanto reducir a largo plazo la expresión de HO-1. Estudios 

futuros que incluyan la medición de Nrf2 en el contexto de xantohumol e inflamación crónica 

podrían arrojar luz sobre este fenómeno. 

Los estudios aquí presentados han hallado un aumento significativo en la expresión de 

mRNA de iNOS en los ratones SAMP8 viejos en comparación con los jóvenes. No obstante, ni la 

administración de melatonina ni de xantohumol indujo diferencias significativas. Estudios previos 

en nuestro grupo sobre hígado hallaron una tendencia a reducir los niveles de iNOS con la 

administración de xantohumol en el mismo contexto, sin alcanzar la significación estadística. El 

xantohumol ha sido capaz de contrarrestar in vitro la sobreproducción de NO secundaria a 

exposición a LPS (Zhao et al. 2003; Lee et al. 2011), viéndose implicada una reducción en la 

expresión de iNOS (Zhao et al. 2003). Por tanto, no puede descartarse la disminución en los 

niveles de iNOS dentro de las acciones antiinflamatorias y antioxidantes del xantohumol. 



106 
 
 

Cabe destacar que los efectos de la administración de las sustancias antioxidantes 

melatonina y xantohumol sobre la inflamación crónica, el estrés oxidativo y el entorno 

proapoptótico vistos en el envejecimiento podrían ser dosis dependientes. Así, los resultados de 

la presente tesis doctoral muestran que la administración de melatonina en ratones SAMP8 a la 

dosis de 1 mg/kg/día ha sido suficiente para revertir la mayoría de las alteraciones secundarias al 

envejecimiento, sin encontrarse diferencias con la administración de 10 mg/kg/día. No obstante, 

las mediciones sobre neumocitos tipo II han mostrado una mayor eficacia de la dosis de 5 

mg/kg/día que la de 2,5 mg/kg/día en la restauración de los niveles de PC, NO, CO y cGMP. Las 

dosis de melatonina administradas varían en los diversos estudios previos. La mayoría de los 

estudios relacionados con inflamación de bajo grado/crónica (como es el caso de las 

investigaciones de nuestro grupo) han administrado dosis de entre 1 y 10 mg/kg/día en ratas o 

ratones, mientras que los estudios sobre inflamación aguda han administrado entre 10 y 30 

mg/kg cada 6 h en dosis aisladas antes y después de la inducción de la sepsis (Paskaloğlu et al. 

2004; Şener et al. 2004), o bien a lo largo de las primeras 24 h tras la inducción de la sepsis (Zhang 

et al. 2013). En el momento actual se está llevando a cabo un ensayo clínico aleatorizado que 

estudiará los efectos de la administración intravenosa de melatonina a dosis de 5 mg/kg cada 6 

horas en pacientes intubados con neumonía COVID-19 (Rodríguez-Rubio et al. 2020). A tenor de 

nuestros resultados, en el contexto de la inflamación de bajo grado asociada al envejecimiento, 

serían suficientes dosis de entre 1 y 5 mg/kg/día. Debemos tener en cuenta que las 

concentraciones fisiológicas de melatonina, que se encuentran reducidas en la población anciana, 

son del orden nanomolar, mientras que las concentraciones en las que se ha detectado actividad 

antiinflamatoria se encuentran en el orden nanomolar, micromolar o incluso milimolar 

(Hardeland 2018). 

En cuanto al xantohumol, los resultados aquí presentados apenas han mostrado 

diferencias entre la dosis de 1 mg/kg/día y 5 mg/kg/día, habiéndose encontrado mayor eficacia 
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en la dosis más alta únicamente en la reducción de los niveles de IL-1β y de HO-1. No obstante, 

investigaciones previas de nuestro grupo en cerebro, hígado y corazón sí que han hallado por 

regla general mayor eficacia del xantohumol a 5 mg/kg/día en la reversión de las alteraciones 

inducidas por el envejecimiento (Rancán et al. 2017; Campillo et al. 2018; Fernández-García et al. 

2019). Los datos sobre otros estudios in vivo son escasos, habiéndose descrito la administración 

intranasal o intramuscular de xantohumol a 10, 20 y 25 mg/kg cada 72 h durante 14 días en cerdos 

(Liu et al. 2019) o bien entre 12,5 y 50 mg/kg/día intraperitoneales durante 3 días en ratones (Li 

et al. 2018), en el contexto de la inflamación aguda. Según nuestros resultados, las dosis 

necesarias para el tratamiento de la inflamación de bajo grado asociada al envejecimiento son 

menores que las estudiadas en los contextos de inflamación aguda. 

El climaterio constituye una situación particular de envejecimiento, en el que los 

fenómenos de inflamación, estrés oxidativo y apoptosis se ven acompañados por un déficit 

estrogénico. La marcada reducción en los niveles de estrógenos tras la menopausia se ha 

asociado a un incremento del estrés oxidativo. Las concentraciones serológicas de citoquinas 

inflamatorias y de biomarcadores prooxidantes como el 4-hidroxienal y el malondialdehído son 

superiores en mujeres postmenopáusicas que en premenopáusicas (Signorelli et al. 2006), 

sugiriendo un alto grado de estrés oxidativo durante la menopausia (McLean 2009; Holguin 

2013). En los resultados presentados en esta tesis doctoral hemos observado un aumento 

relacionado con la edad en los marcadores de estrés oxidativo CO, NO, cGMP y LPO, así como una 

inhibición de los sistemas antioxidantes enzimáticos CAT, GPx y GR, en neumocitos tipo II de ratas 

Wistar. Estos cambios se vieron exacerbados en ratas macho y en ratas hembra 

ooforectomizadas. Además, fueron parcialmente revertidos por el tratamiento con 17-β-estradiol 

y con fitoestrógenos, dato que apoya la asociación entre la supresión estrogénica y un aumento 

del estrés oxidativo. Estudios previos de nuestro grupo sobre hepatocitos en ratas Wistar 

ooforectomizadas también mostraron un incremento con la edad y con la supresión estrogénica 
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en marcadores de estrés oxidativo (iNOS, HO-1, NO y LPO) y en citoquinas proinflamatorias (IL-6, 

TNFα e IL-1β), así como una inhibición de la GPx, efectos que se vieron revertidos con la 

administración de estradiol y de extracto de soja (Kireev et al. 2007; Kireev et al. 2010).  

Nuestros resultados muestran que este entorno prooxidante y proinflamatorio asociado 

a la supresión estrogénica se ha visto acompañado por una disminución en la síntesis de novo de 

PC, el principal componente del surfactante pulmonar. Las concentraciones intracelulares 

elevadas de cGMP son inhibidores conocidos de la síntesis de surfactante en neumocitos tipo II 

(Vara et al. 1995), y la producción de cGMP es inducida por la generación endógena de CO y de 

NO (Furchgott y Jothianandan 1991). Se ha observado previamente que el CO contribuye a la 

inhibición de la síntesis de surfactante inducida por citoquinas en neumocitos tipo II humanos 

(Arias-Díaz et al. 1997). Tanto la actividad de la HO (Coburn et al. 1967) y la LPO (Wolff 1976) son 

fuentes de CO. Nuestros resultados sugieren una activación de esta vía a cargo de la supresión 

estrogénica y el envejecimiento, disminuyendo la capacidad de síntesis de surfactante pulmonar 

(como hemos visto, no puede concluirse de este dato una reducción en la cantidad o calidad del 

surfactante pulmonar). También hemos observado que la reposición estrogénica mejora 

significativamente estas condiciones que afectan a la síntesis de surfactante. 

Los mecanismos por los cuales el estradiol y los fitoestrógenos protegen la producción de 

surfactante y el estatus redox de los neumocitos tipo II podrían ser múltiples. El pulmón expresa 

dos tipos de receptores estrogénicos: ER-α y ER-β. Ambos tipos de receptores son necesarios para 

la formación de unidades alveolares completas en hembras. Las acciones mediadas por los ER-α 

promueven una correcta diferenciación pulmonar durante el desarrollo, conduciendo a un 

número normal de alveolos por unidad de superficie. Por el contrario, los ER-β están implicados 

en la modulación del desarrollo de la matriz extracelular, conduciendo a una correcta capacidad 

de retracción elástica pulmonar (Massaro y Massaro 2004; Massaro y Massaro 2006). Los ER-β 
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parecen ser los receptores estrogénicos predominantes en el pulmón postnatal (Patrone et al. 

2003). De hecho, su activación en neumocitos tipo II se relaciona con la síntesis de la proteína de 

surfactante Sftpb (Zscheppang et al. 2011), no pudiéndose descartar su implicación en la síntesis 

de PC. No obstante, los pulmones envejecidos y sometidos a supresión estrogénica muestran un 

marcado aumento en el número de receptores ER-α, pero no de receptores ER-β, fenómeno que 

es revertido por la administración de estradiol (Glassberg et al. 2014). Además, se ha demostrado 

que los ER-α están implicados en una respuesta antiinflamatoria en células del sistema inmune y 

endoteliales (Vegeto et al. 2010). Este fenómeno podría estar mediado por la inhibición de la 

traslocación del factor NFκB, impidiendo por tanto la expresión de genes proinflamatorios 

(Ghisletti et al. 2005), promoviendo un entorno más favorable para los neumocitos tipo II. Por 

tanto, la interacción entre el 17-β-estradiol y los receptores ER-α y ER-β, tanto en neumocitos 

tipo II como en otras células residentes del pulmón (endoteliales e inmunitarias), podría estar 

implicada en los resultados aquí presentados. Se necesitan estudios sobre los mecanismos 

involucrados para dilucidar las vías moleculares implicadas en la protección de la capacidad de 

síntesis de surfactante y en la reducción del estrés oxidativo en el envejecimiento pulmonar. 

Por otro lado, los fitoestrógenos se unen preferentemente a los ER-β (Mueller et al. 

2004), pero también muestran efectos no mediados por receptores estrogénicos (Ganai y Farooqi 

2015; Zafar et al. 2016). En la presente tesis doctoral hemos administrado un extracto que 

contiene isoflavonas derivadas de la soja, principalmente genisteína y daidzeína. La genisteína 

ejerce otras acciones moleculares además del agonismo sobre los ER-β y, en menor medida, 

sobre los ER-α. En primer lugar, actúa como barredor de radicales libres al donar un hidrogenión 

desde sus grupos hidroxifenólicos (Ganai y Farooqi 2015). Además, puede unirse a otras 

moléculas diana, como el factor inducible por hipoxia (hipoxia induced factor) HIF-1α (Mukund et 

al. 2019) o la topoisomerasa II (Markovits et al. 1989). Así, ha demostrado propiedades 

antiinflamatorias y anticancerígenas, incluyendo la reducción de la producción de NO por parte 
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de iNOS (Zaslaver et al. 2005), de LPO y de la amplificación de la respuesta inflamatoria local 

(Valsecchi et al. 2011). 

La daidzeína es metabolizada a la isoflavona equol por la microbiota intestinal de manera 

inconsistente (Franke et al. 2014). Por tanto, sus acciones pueden atribuirse al menos 

parcialmente al equol. Además de su interacción con los ER-β, la daidzeína ha mostrado actividad 

antioxidante directa contra la LPO (Dwiecki et al. 2009). Por su parte, el equol es un potente 

barredor de radicales libres que ha demostrado reducir in vivo la producción de NO por parte de 

la iNOS en macrófagos murinos (Kang et al. 2007). Por tanto, son muchos los mecanismos 

potenciales que podrían explicar los efectos de la suplementación con fitoestrógenos sobre la 

síntesis de PC, la LPO y la disfunción en sistemas antioxidantes enzimáticos. Además, hallazgos 

previos en hepatocitos sugieren que los efectos protectores de las isoflavonas podrían no ser 

específicos para cada órgano (Kireev et al. 2010). 
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6. Conclusiones 
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1. El envejecimiento condujo a un incremento en mediadores proinflamatorios (TNFα, IL-

1β, NFκB2, NFκB subunidad 50, NFκB subunidad p65 y NKAP), marcadores de estrés 

oxidativo (HO-1, 8-OHG e iNOS) y mediadores proapoptóticos (BAD, BAX y AIF) en pulmón 

de ratón SAMP8 respecto a ratones jóvenes de su misma cepa. 

2. Los ratones SAMR1 viejos no mostraron diferencias respecto a los jóvenes de su misma 

cepa y mostraron, en general, valores más bajos de dichos parámetros que los ratones 

SAMP8. 

3. La administración de melatonina consiguió revertir la mayoría de las alteraciones 

asociadas al envejecimiento, reduciendo los niveles de TNFα, IL-1β, NFκB2, NFκB 

subunidad 50, NFκB subunidad p65, HO-1, 8-OHG, BAD, BAX y AIF en ratones SAMP8 

viejos respecto a ratones SAMP8 viejos no tratados. 

4. La administración de xantohumol también consiguió revertir la mayoría de las 

alteraciones asociadas al envejecimiento, reduciendo los niveles de TNFα, IL-1β, NFκB2 y 

HO-1 en ratones SAMP8 viejos respecto a ratones SAMP8 viejos no tratados. 

5. El envejecimiento se asoció a un incremento de los marcadores de estrés oxidativo CO, 

NO, cGMP y LPO en neumocitos tipo II de ratas Wistar, tanto machos como hembras y 

hembras ooforectomizadas. Se observó también una reducción con la edad en la 

capacidad de síntesis de PC y en la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR y GPx. 

Estos cambios fueron más marcados en ratas macho y en hembras ooforectomizadas. 

6. La administración de melatonina consiguió reducir los niveles de CO, NO, cGMP y LPO en 

neumocitos tipo II de ratas macho viejas respecto a ratas macho viejas no tratadas. 

También incrementó la capacidad de síntesis de PC respecto al grupo sin tratamiento. 

7. La administración de 17-β-estradiol y de extracto de soja consiguió reducir los niveles de 

CO, NO, cGMP y LPO en neumocitos tipo II de ratas hembra viejas ooforectomizadas 

respecto a viejas ooforectomizadas no tratadas. También incrementó la capacidad de 
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síntesis de PC y la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR y GPx respecto al grupo 

sin tratamiento. 

En conclusión, la administración de melatonina y xantohumol podría tener efectos 

beneficiosos sobre las alteraciones proinflamatorias, prooxidantes y, en el caso de la melatonina, 

proapoptóticas inducidas por el envejecimiento pulmonar. Además, la supresión estrogénica 

conduce a alteraciones en el estatus redox pulmonar que pueden ser revertidas con la 

administración de estradiol y de isoflavonas derivadas de la soja. 
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