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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) 

CAT: catalasa 

cGMP: guanosín monofosfato cíclico (cyclic 
guanosine monophosphate) 

CO2: dióxido de carbono 

Eo: estradiol 

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica 

ER: receptor de estrógeno (estrogen 
receptor) 

ERK: quinasa regulada por señales 
extracelulares (extracellular signal-
regulated kinase) 

GPx: glutatión peroxidasa 

GR: glutatión reductasa 

GSH: glutatión 

H2O2: peróxido de hidrógeno 

HEK: células renales embrionarias (human 
embryogenic kidney cells) 

HO: hemooxigenasa 

IFN: interferón 

IL: interleuquina 

IX: isoxantohumol 

IκB: inhibidor del factor de transcripción 
nuclear kappa B 

LPO: Peroxidación lipídica (lipoperoxides) 

Mel: melatonina 

MT: receptor de membrana de melatonina 

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 
necrosis factor) 
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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. 



18 

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. 



24 
 
 

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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