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1.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

1.1.1 Historia 

Alois Alzheimer descubrió esta enfermedad a 

principios del siglo XX (Alzheimer, A. 1907), a 

causa de una paciente que ingresó en el hospital 

para enfermos mentales de Frankfurt, centro en 

el que trabajaba, a la que llamó Auguste D., y 

que en aquel momento era una entidad 

completamente desconocida. Describió la 

sintomatología asociada, a partir de entrevistas 

en las que la paciente respondía sin ningún 

sentido a las preguntas formuladas, por la 

observación directa de su comportamiento, y 

por la información suministrada por la familia. 

A la muerte de la paciente con el estudio 

histopatológico del cerebro, Alzheimer 

describió las características lesiones cerebrales neuropatológicas que provoca la 

enfermedad, placas amiloideas y ovillos neurofibrilares, y patología asociada, 

como aterosclerosis en las arterias cerebrales. Los investigadores Perusini y 

Bonfiglio colaboraron en el análisis de estas muestras, y llegaron a las mismas 

conclusiones que Alois Alzheimer, se trataba de una enfermedad desconocida 

hasta la fecha. Presentó su hallazgo en 1906, en un congreso sobre psiquiatría en 

Tübingen, Alemania, con el título “Una enfermedad grave característica de la 

corteza cerebral”. En 1907 publicó su estudio. En honor a su descubridor se llamó 

enfermedad de Alzheimer (EA), nombre usado por primera vez por Emil 

Kraepelin en 1910, en una reedición de su obra “Tratado de Psiquiatría”(Lage, J.M. 

2006). 

Hasta mediados del siglo XX se describieron pocos casos de EA, debido a que la 

esperanza de vida en aquellos años era de una edad relativamente joven 

(Fernandez-Ballesteros, R. 1999), y la EA es una enfermedad asociada a edades 

avanzadas, sobre los 60 años, era normal no llegar a desarrollar la enfermedad. 

Con el aumento de la esperanza de vida, y del desarrollo de las técnicas 

experimentales, se vio como se incrementaba el número de casos. Gracias a los 

avances en microscopía la descripción de la EA se fue haciendo más precisa (Kidd, 

M. 1963; Terry, R.D. 1963),  hasta que en la década de los 70 Robert Katzman le 

descubrió al mundo la importancia de esta enfermedad (Katzman, R. 1976). 
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1.1.2 Fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer 

La EA es una enfermedad exclusiva del ser humano (Bufill, E. 2006) y 

neurodegenerativa, que provoca la pérdida progresiva de las funciones cognitivas, 

siendo la causa más común de demencia en edades avanzadas (Brookmeyer, R. 

1998; Bermejo-Pareja, F. 2008).  

La EA tiene 2 formas principales de presentarse: 

 La primera se llama de  tipo familiar, y se debe a causas genéticas. Se 

desarrolla a una edad temprana, aproximadamente a los 40 años. Los 

genes implicados son 3, el gen de la proteína precursora del beta-amiloide 

(APP, del inglés amyloid precursor protein), y los genes S182 y STM-2 que 

codifican para las presenilinas 1 y 2 (PS1,  PS2). Estos casos suponen el 

10% del total de los casos de EA (Hardy, J.A. 1989; Schellenberg, G.D. 

1992; Rogaev, E.I. 1995). En los siguientes apartados explicaremos con 

mayor detalle estos genes. 

 La otra forma se origina de manera espontánea, por causas no del todo 

conocidas. Entre ellas se puede destacar los factores de riesgo 

cardiovascular (Altman, R. 2010), la diabetes de tipo 2 (Kroner, Z. 2009), y 

la posesión del alelo ε4 para la apoliproteína E (Polvikoski, T. 1995). En 

esta forma se reconocen el 90% restante de los casos de EA. 

Hay algunos factores sociales que se asocian a la enfermedad, como ambientes 

incultos, una dieta inadecuada, o un menor desarrollo intelectual. Estos factores 

implican un mayor riesgo de padecer EA (Andersen, K. 1999; Matson, S.C. 2000) 

ya que el ejercicio de la mente es una forma de prevención que permitirá que el 

cerebro funcione mejor si se padece la enfermedad. En cualquier caso, la calidad 

de vida de la persona enferma de EA y de las que la rodean disminuye de forma 

considerable con el curso de la enfermedad. 

1.1.2.1 Teorías sobre la Enfermedad de Alzheimer. 

Aunque no se sabe con exactitud la etiología, distintas teorías se barajan 

actualmente como causa de la EA: 

 La disminución de los niveles del neurotransmisor acetilcolina es una de 

ellas. Se ha sugerido que los bajos niveles del neurotransmisor son los 

responsables de la pérdida de las funciones cognitivas (Bartus, R.T. 1982). 

La acetilcolina está en continua formación y degradación, por lo que si se 

impide su degradación se revertiría el efecto.  

 Una de las teorías que se barajan es la del péptido β-amiloide (βA) 

(Glenner, G.G. 1984; Masters, C.L. 1985). La aparición de este péptido está 
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relacionada con alelos mutantes en determinados genes que se asocian a 

la EA de tipo familiar. Uno de los genes es el de la proteína precursora del 

βA (APP) en el cromosoma 21 (Kang, J. 1987). La mutación hace que se 

sobreexprese la proteína. Otros son los genes S182 y STM-2 en los 

cromosomas 14 y 1, respectivamente, y que codifican para las 

presenilinas 1 y 2 (PS1,  PS2)  (Cruts, M. 1995; Hutton, M. 1996). Estos 

genes codifican para las enzimas encargadas de la formación del βA a 

partir de la APP (Jankowsky, J.L. 2004). Se ha sugerido que el βA es el eje 

principal de la EA (Hardy, J.A. 1992), que a partir de esta molécula se 

desencadenan todos los procesos asociados a la EA, lo que se ha llamado 

la cascada amiloidea (figura 1.1). Esta hipótesis se basa en que el péptido 

es la causa de procesos como la degeneración neuronal, estrés oxidativo, 

formación de placas amiloideas en el cerebro, inflamación e 

hiperfosforilación de la proteína tau. Todos estos procesos son los que 

llevarán a los déficits cognitivos (Cummings, J.L. 2004). 

 Otra teoría es la de la proteína tau (Grundke-Iqbal, I. 1986), que está 

implicada en el mantenimiento de la estructura de los microtúbulos de la 

célula, y es funcional si está fosforilada. Si se hiperfosforila deja de actuar 

como debería, y forma unas estructuras llamadas ovillos neurofibrilares 

(neurofibrillary tangles, NFT) dentro de la célula, que pierde su estructura 

y muere (Lace, G.L. 2007). 

Estas 2 últimas teorías se explicarán más detalladamente en el apartado 1.1.3. 

No hay una teoría que se considere más aceptada que otra, ni se sabe si son 

independientes entre sí, o si existe un elemento que sea capaz de unificarlas. 
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Figura 1.1 Hipótesis de la cascada amiloidea. Tomado de (Cummings, J.L. 2004). 

1.1.2.2 Sintomatología 

La EA se caracteriza por un proceso neurodegenerativo que causa pérdida 

progresiva de las funciones mentales superiores, destacando la memoria, 

fundamentalmente la memoria reciente. La conducta en los pacientes cambia de 

forma notable, desarrollan trastornos del humor como depresión, ansiedad y 

trastornos psicóticos. Pueden llegar a exhibir actitudes agresivas, paranoias, 

alucinaciones, o pérdida de la orientación espacio-temporal. También  pérdida de 

las capacidades lingüísticas, tanto orales como escritas (Becker, J.T. 2002; Alberca, 
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R. 2005; Craig, D. 2005). El paciente progresa a un estado de aislamiento con el 

medio e incapaz de controlar sus funciones fisiológicas más simples. 

Finalmente llegan a la muerte por causas relacionadas con el hecho de estar 

enfermo, no directamente con la EA. Principalmente se debe a accidentes 

cardiovasculares, o por problemas derivados de la inanición, como infecciones por 

llagas. 

1.1.2.3 Fases 

Se distingue entre 3 fases de evolución de la EA, clasificadas según su grado de 

demencia: leve, moderada y severa. Entendemos por demencia el nivel de 

afectación de las funciones cognitivas y conductuales del enfermo. Cada fase no 

tiene una duración determinada, varía según los pacientes y el tipo de EA que 

tengan. Sí que se observa una meseta en los estados inicial y final, y un deterioro 

más rápido en las fases leve y moderada. 

Las escalas que se usan para determinar el nivel de demencia se basan en la 

evaluación de actividades de la vida diaria y acciones sencillas. Entre estas está 

escribir, leer, reconocer objetos, recordar una serie de palabras, la capacidad de 

vestirse, etc. (Galasko, D. 2005). La puntuación de cada escala es completamente 

arbitraria, según los autores hayan decidido hacer la valoración. Hay varias 

escalas para medir este nivel de demencia, entre las más importantes podemos 

destacar  las siguientes: 

 Para medir la afectación de las capacidades cognitivas tenemos la escala 

MMSE, Mini-Mental State Examination (Folstein, M.F. 1975). 

 “Escala de evaluación de la EA” (Alzheimer's Disease Assessment Scale 

ADAS-cog) (Rosen, W.G. 1984). 

 “Evaluación funcional del estadio” (Functional assessment staging, FAST) 

(Sclan, S.G. 1992). 

 Para evaluar las alteraciones del comportamiento la Neuropsychiatric 

Inventory, (NPI) (Cummings, J.L. 1994). 

En la tabla 1.1 tenemos una clasificación de distintas escalas que se usan para 

evaluar las distintas facetas relacionadas con el estado de pacientes con EA. 
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Tabla 1.1 Distintas escalas de evaluación del estado de la EA. Tomado de (Alberca, 

R. 2005) 

En la primera fase el paciente tiene lo que se llama deterioro cognitivo leve (DCL). 

Los trastornos son mínimos, sin que el paciente pierda su propia autonomía. Se 

reduce a pérdidas de memoria leves, como olvidar citas, actos realizados 

recientemente, reducción de la expresión en el  lenguaje, aunque no sea capaz de 

realizar tareas complejas, como pagar facturas en el banco. Se corresponde con 

valores para las escalas de 18-24 puntos para la MMSE, estadío 4 en la FAST, y 

puntuación de 15-30 en la ADAS-cog (Alberca, R. 2005). 

La fase moderada se traduce en una acentuación del descenso de las capacidades 

descritas para la fase leve. En este punto la persona enferma ya no se puede valer 

completamente por sí misma, necesita ayuda para realizar tareas cotidianas. Los 

valores para esta fase están entre 12-18 puntos para la MMSE, estadío 5 para la 

FAST y de 30-50 para la ADAS-cog (Alberca, R. 2005). 
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La demencia más grave es la última fase. El paciente es completamente 

dependiente para todas las actividades, incluso las más básicas, como comer o 

beber. Pierde el control de los esfínteres, llega a perder el habla, ya no reconoce a 

nadie, y se mantiene inmóvil. La pérdida de masa muscular hace que tenga que 

estar en cama, por lo que acaban apareciendo problemas derivados de esta 

situación, como las llagas. Los valores que alcanza en las escalas son de menos de 

12 para la MMSE, estadío 6-7 para la FAST, y más de 50 puntos para la ADAS-cog 

(Alberca, R. 2005). 

1.1.2.4 Epidemiología 

La EA es la causa más común de demencia en edades avanzadas, y que aumenta de 

forma proporcionalmente directa con la edad (Brookmeyer, R. 1998; Bermejo-

Pareja, F. 2008). La esperanza de vida es de una media de 4 años para los hombres 

y de 6 años para las mujeres desde el momento del diagnóstico de la EA (Larson, 

E.B. 2004). Aproximadamente, el 70 % de los casos de demencia senil se debe a la 

EA (Larson, E.B. 2004; Bermejo-Pareja, F. 2008) En la figura 1.2 vemos que hay 

una relación directa entre el envejecimiento y la EA. Además también se observa 

que la incidencia es mayor en mujeres que en hombres. El mismo hecho se puede 

comprobar en la tabla 1.2 donde se observa claramente una mayor incidencia en 

mujeres que en hombres, hecho que no es atribuible solo a la mayor longevidad de 

las mujeres (Andersen, K. 1999; Vina, J. 2010). 

   

Tabla 1.2 Incidencia de la EA en hombres y mujeres. Tomado de (Viña, J. 2010) 
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Figura 1.2 Incidencia de la EA según la edad. Tomado de (Bermejo-Pareja, F. 2008) 

Se estima que en el total de la población mundial hay 35 millones de personas 

afectadas (Querfurth, H.W. 2010), con la aparición de unos 4.6 millones nuevos de 

casos al año. Se espera que la incidencia aumente con los años, debido al aumento 

de la longevidad de la población. Al ser una enfermedad relacionada con el 

envejecimiento los países más desarrollados tienen una mayor prevalencia, 

aproximadamente del 60% de los casos en el mundo (Ferri, C.P. 2005). No 

obstante, como vemos en la figura 1.3, esta evaluación a nivel mundial tiene 

realmente un sesgo importante, ya que en la mayoría de los países del mundo no 

hay estudios, y no se conocen datos fiables.  

La expectativa de futuro es que la EA continúe aumentando su prevalencia en los 

años venideros llegando a más de 140 millones de casos en 2050, representado en 

la figura 1.4 (Ferri, C.P. 2005; Pahnke, J. 2009). Se espera que el mayor incremento 

se dé en los países subdesarrollados actualmente. No por tener una mayor tasa de 

EA, si no porque se desconoce la prevalencia en estos países. Al tener la mayor 

parte de la población mundial, se supone que se descubrirán más casos de EA en 

el momento en que los avances en medicina lo permitan. 
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Figura 1.3 Estudios sobre la EA a nivel mundial. Tomado de (Ferri, C.P. 2005) 

 
Figura 1.4 Perspectiva de la prevalencia de la EA en el futuro. Tomado de (Ferri, 

C.P. 2005). 
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1.1.2.5 Tratamiento 

No existe un tratamiento que sea realmente efectivo, pero hay distintas 

estrategias en las que se trabaja para tratar de aliviar los síntomas, o detener el 

progreso de la EA. 

Hay inhibidores de la colinesterasa, enzima que degrada la acetilcolina, que se 

usan como terapia para la EA. Uno de ellos es la tacrina,  que no es completamente 

efectivo, y además tiene efectos hepatotóxicos (Watkins, P.B. 1994), por lo que no 

se usa. Hay otros 3 fármacos, el donezepil, rivastigmina y galantamina, que con un 

efecto similar producen una ligera mejoría, pero no detienen la progresión de la 

EA. (Cummings, J.L. 2004; Shen, Z.X. 2004). 

Se probó una vacuna contra el βA, que aparentemente funcionaba en ratones 

transgénicos para la APP (Schenk, D. 1999), pero al probarla en humanos se vio 

que provocaba encefalitis (Orgogozo, J.M. 2003), por lo que no es viable su 

administración. 

La administración de antioxidantes como la vitamina E, se ha demostrado que no 

es efectiva, (Sano, M. 1997) y que incluso puede ser perjudicial (Lloret, A. 2009). 

Todo esto conlleva un elevado coste sanitario. Los tratamientos farmacológicos, 

los gastos que genera mantener a pacientes totalmente dependientes, en cuanto a 

personal cualificado para atenderlos, mantenimiento en residencias etc. El coste 

llega a unos 2.000.000 millones de dólares en los Estados Unidos (Alzheimer's 

Association, A. 2012). 

1.1.3 Mecanismos moleculares implicados en la enfermedad de 

Alzheimer 

1.1.3.1 El péptido beta-amiloide 

El βA es un péptido que puede tener de 39 a 42 aminoácidos, siendo las formas 

más corrientes las de 40 y 42 aminoácidos. La forma de 42 aminoácidos es la que 

se acumula mayoritariamente formando placas en el cerebro (Burdick, D. 1992; 

Jarrett, J.T. 1993; Iwatsubo, T. 1994). La de 40 aminoácidos es más soluble, por lo 

que pasará a  los vasos sanguíneos (Prelli, F. 1988). Como vemos en la figura 1.6 

se forma a partir de la escisión de un fragmento de la APP (Kang, J. 1987). Hay 

mutaciones que hacen que tenga una sobreexpresión, las conocidas como 

mutaciones “suecas”, en concreto los alelos KM594/595NL (Yan, R. 1999).  

Su función fisiológica es desconocida, pero se cree que participa en la formación 

de las sinapsis durante la diferenciación neuronal (Turner, P.R. 2003; Priller, C. 

2006). 
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La formación del péptido (figuras 1.5 y 1.6) se puede dar de 2 maneras distintas. 

Una de forma no patológica gracias a una α-secretasa, que escinde la APP en 2 

fragmentos no tóxicos. La β-Amyloid precursor protein Cleavage Enzyme (BACE), y 

las PS1 y PS2, γ-secretasas, cortan el fragmento de la APP que se convertirá en βA. 

Esto no quiere decir que las 2 enzimas se excluyan entre sí. Su actividad 

dependerá de las mutaciones genéticas relacionadas con la EA (Hardy, J.A. 1989) 

que se expresen en cada individuo, y de factores externos que veremos más 

adelante (Guglielmotto, M. 2012). 

 

Figura 1.5 Escisión de la APP. 

La α-secretasa corta un fragmento del dominio extracelular de la APP, en los 

residuos 613-614 del extremo amino-terminal extracelular, se forma un 

fragmento de la APP, el sAPP α  que es soluble, y el fragmento p3, que no es tóxico 

(Kang, J. 1987; Turner, P.R. 2003). 

Si el corte de la APP se da por la BACE, el corte se hace en los residuos 596-597 del 

extremo amino-terminal extracelular, que determinará que el corte por la γ-

secretasa en el extremo C-terminal transmembrana genere el βA. Dependiendo de 

por donde se dé el corte tendrá un número distinto de aminoácidos, y se formará 

el βA de 42 o de 40 aminoácidos (Prelli, F. 1988). 
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 Figura 1.6 Formación del β-amiloide. 

El βA se agrega formando placas en el cerebro (figura 1.7), con la consiguiente 

pérdida de funcionalidad de las zonas afectadas, estableciéndose una correlación 

inversamente proporcional entre el volumen ocupado por las placas y el índice en 

la escala MMSE (Cummings, B.J. 1995), lo que significa que a mayor volumen de 

depósitos amiloideos mayor demencia. 

     

Figura 1.7 Placas de β-amiloide. 

En la barrera hematoencefálica tenemos el transportador LRP1. Éste media la 

salida del cerebro del péptido (Pflanzner, T. 2011), y así lo encontramos en la 

sangre (Skovronsky, D.M. 2001). Evidentemente, esto hace que tenga una 

influencia muy importante sobre el sistema vascular. Se ha comprobado que el 

endotelio tiene efectos sobre la síntesis del  βA, una inhibición de la óxido nítrico 

sintasa endotelial aumenta los niveles de APP y BACE (Austin, S.A. 2010). También 

provoca alteraciones sobre el flujo sanguíneo cerebral, el βA 40 en concreto 

reduce el flujo sanguíneo (Niwa, K. 2000). Una influencia muy grande se puede ver 

en una enfermedad vascular como la angiopatía amiloidea cerebral, en la que se 

acumulan proteínas amiloideas en las arterias cerebrales (Ellis, R.J. 1996). 

1.1.3.2 La proteína tau 

Tau es una proteína citoplasmática asociada a microtúbulo, encargada del 

mantenimiento de su estructura. La conformación funcional implica que tau esté 

fosforilada, si se hiperfosforila pierde la funcionalidad y se agrupa formando NFT 
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(figura 1.8). Si esto ocurre el citoesqueleto se desmorona y la célula muere (Chun, 

W. 2007). Este proceso se da en muchas más enfermedades neurodegenerativas, 

como la parálisis supranuclear progresiva, la esclerosis lateral amiotrófica, la 

enfermedad de Pick o la degeneración corticobasal (Lee, V.M. 1999). 

Los NFT están formados en su mayoría  por la proteína tau (Grundke-Iqbal, I. 

1986), también por elementos intracelulares y partes de los mismos microtúbulos 

(Grundke-Iqbal, I. 1979).  

La causa de este comportamiento anormal de la proteína no está clara, hay un par 

de hipótesis que intentan explicarlo. 

Se ha sugerido que el βA es el responsable de la formación de los ovillos (figura 

1.8), a través de la inducción de una vía de activación de caspasas, que conducirán 

a su formación (Rissman, R.A. 2004). Se ha atribuido la hiperfosforilación de tau 

en esta vía de actuación a la acción de kinasas, como la familia de las MAP-kinasas 

o la GSK3β (Takashima, A. 1993; Ekinci, F.J. 1999). 

Otra de las hipótesis de la hiperfosforilación de tau es que la misma proteína 

hiperfosforilada secuestra la proteína tau en su estado activo y otras proteínas 

asociadas a microtúbulos, MAP1 y MAP2, lo que destruye los microtúbulos. La 

anormalidad en la fosforilación de tau se atribuye a una fosfatasa, la “protein 

phosphatase-2A” (PP2A). En la EA esta enzima tiene unos niveles inferiores a los 

fisiológicos (Iqbal, K. 2009), debido a la sobreexpresión de inhibidores de la PP2A, 

en concreto los inhibidores I1PP2A y I2PP2A (Li, M. 1995).  

En la figura 1.8 apreciamos un ovillo completamente formado. 

 

Figura 1.8 Ovillo neurofibrilar (NFT). 
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Figura 1.9 Formación de los ovillos neurofibrilares. 

1.1.3.3 Receptor lipoproteico de baja densidad asociado a proteína 1 

El receptor lipoproteico de baja densidad asociado a proteína 1 (LRP1), es un 

receptor implicado en el transporte de una cantidad muy grande de sustancias, 

entre las que se incluyen el βA y apoE (Trommsdorff, M. 1998). Esto y la situación 

en determinados tejidos como el cerebro, en la barrera hematoencefálica y en el 

hígado, hace que tenga una importancia muy  grande para la presente 

investigación (Lillis, A.P. 2008). 

En la figura 1.10 vemos la estructura del receptor. Está compuesto de un dominio 

extra celular rico en cisteína (Daly, N.L. 1995), una parte transmembrana y una 

citoplasmática, que se encargará de las interacciones con las moléculas para el 

tráfico celular o señalizaciones intracelulares (Gotthardt, M. 2000; May, P. 2002). 
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Figura 1.10 Estructura del transportador LRP1. Tomado de (Lillis, A.P. 2008). 

El LRP1 interviene en la formación del βA formando un endosoma que atrapa la 

APP (Kounnas, M.Z. 1995) (figura 1.11). El receptor y la APP se unen por la parte 

citoplasmática por la mediación de la proteína Fe65 (Kinoshita, A. 2001). Así se 

crea el endosoma en el que se encuentran las enzimas encargadas de la escisión 

de la APP (figura 1.5). Como resultado se formará βA (Ulery, P.G. 2000; Pietrzik, 

C.U. 2002), que se liberará al exterior al reciclarse el endosoma, proceso en el que 

también el LRP1 vuelve a la membrana plasmática. El complejo que forman la 

proteína Fe65 y el resto de lo que era la APP se desprende de la vesícula e induce 

una represión en la expresión del receptor. El βA que se forma por este proceso es 

soluble, por lo que no alterará la formación de placas, pero sí que afectará a los 

procesos patológicos propios de la EA, como el estrés oxidativo (Zerbinatti, C.V. 

2004). 
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Figura 1.11 Formación del βA mediada por LRP1. Tomado de (Lillis, A.P. 2008) 

La eliminación del péptido βA a través de la barrera hematoencefálica desde el 

cerebro hacia la sangre está mediada por este transportador (Shibata, M. 2000; 

Deane, R. 2004). Al transportar el βA un fragmento soluble del LRP1 se desprende 

de la membrana y se une al βA, que ayudará a su transporte sistémico (figura 

1.12) (Zlokovic, B.V. 2010). Esta circulación sistémica acaba en el hígado, donde 

también media la entrada del βA (Tamaki, C. 2006). Una vez en este punto se 

degrada (Ghiso, J. 2004), con la consiguiente eliminación del organismo.  
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Figura 1.12 Eliminación del βA a través de la barrera hematoencefálica y su 

transporte sistémico. Tomado de (Zlokovic, B.V. 2010). 

1.1.3.4 Receptor de productos de glicosilación avanzada 

Perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas, el receptor de 

productos de glicosilación avanzada (RAGE) es un transportador multiligando. 

Entre los ligandos que transporta se encuentran productos de glicosilación 

avanzada (AGEs). Su estructura comprende 3 regiones extracelulares, un dominio 

de tipo “V” y 2 de tipo “C”, una parte transmembrana, y una cola citoplasmática de 

43 aminoácidos (Bierhaus, A. 2005). 

Los AGES son proteínas y lípidos que han sido modificados como resultado de 

reacciones de glicosilación. Estas modificaciones hacen que las biomoléculas 

tengan propiedades distintas de las originales. Este cambio hace  que contribuyan 

a la formación de los depósitos amiloideos (Vitek, M.P. 1994). 

En la figura 1.13 vemos un resumen de las acciones en las que se ve envuelto el 

RAGE al interaccionar con el βA. Se ha visto que el complejo formado por el 

receptor y los AGEs induce la sobreexpresión de la BACE (ver punto 1.1.3.1) 

incrementando de esta forma la producción del βA (Guglielmotto, M. 2012).  
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El RAGE es capaz de introducir el βA desde la sangre al cerebro. En este proceso 

se provoca estrés oxidativo (Deane, R. 2003). También induce el aumento de 

astrocitos, que se encargarán de la respuesta inmunológica frente al βA (Giri, R. 

2000). 

 

Figura 1.13 Función del transportador RAGE en la barrera hematoencefálica. 

Tomado de (Han, S.H. 2011). 

1.1.4 La apolipoproteína E en la enfermedad de Alzheimer 

La apolipoproteína E (apoE) es un polipéptido de 299 aminoácidos. Se asocia a 

lipoproteínas en la sangre y actúa como transportadora de lípidos, entre los que 

se encuentra el colesterol (Mahley, R.W. 1988). Este hecho que hace que esté 

estrechamente relacionada con enfermedades vasculares (ver apartado 1.1.5.2).  

El ser humano presenta un polimorfismo para la apoE con tres alelos distintos, ε2, 

ε3 y ε4. La diferencia entre los alelos está en los residuos 112 y 158 de los 

aminoácidos. El alelo ε2 tiene cisteína en los 2 sitios, ε3 arginina y cisteína 

respectivamente, y ε4 arginina en ambos sitios (Weisgraber, K.H. 1981). La 

prevalencia de los alelos en la mayoría de las poblaciones en el mundo es del 70-

80% para ε3, del 10-15% para ε4 y del 5-10% para ε2 (Roses, A.D. 1996). 

RAGE
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La síntesis de apoE en el cuerpo humano se da principalmente en el hígado, 

seguido por el cerebro (Elshourbagy, N.A. 1985). Dentro del sistema nervioso 

central, los astrocitos son las células que producirán mayoritariamente la apoE 

(Brown, M.S. 1986), seguido por la microglía. También las neuronas son capaces 

de sintetizar apoE en el caso de que se haya producido un daño cerebral (Xu, Q. 

2000; Xu, Q. 2006). Ya que la degradación del βA está mediada principalmente por 

apoE (Jiang, Q. 2008), el hecho de que se sintetice mayoritariamente en el hígado 

hará que este órgano adquiera una importancia capital en la patogenia de la EA. 

A nivel del sistema nervioso, la degeneración neuronal conlleva la liberación de 

lípidos provenientes de las membranas celulares y la mielina. Los astrocitos 

reaccionan sintetizando y liberando ApoE (Brown, M.S. 1986) que capta estos 

lípidos y los recicla para la neurogénesis (Ignatius, M.J. 1986; Poirier, J. 1993). La 

importancia del correcto funcionamiento se ha demostrado en ratones knock-out 

para apoE, en los que existe una pérdida de sinapsis y alteraciones en las 

dendritas (Masliah, E. 1995). 

La posesión del alelo ε4 de la apoE es, tras la edad avanzada, el factor de riesgo 

más importante para la EA senil, como se puede comprobar en estudios 

epidemiológicos (Corder, E.H. 1993; Polvikoski, T. 1995). Los heterocigotos ε4 

tienen un riesgo 4 veces mayor, y los homocigotos ε4 hasta 10 veces mayor de 

desarrollar EA que una persona sin alelos ε4 (Mayeux, R. 1998). Se ha visto que en 

pacientes portadores de dicho alelo hay un mayor número de las lesiones 

cerebrales características de la EA, placas de βA y ovillos neurofibrilares 

(Tiraboschi, P. 2004). 

El por qué del comportamiento del alelo ε4 en la EA no está completamente 

esclarecido. ApoE tiene un claro papel protector del sistema nervioso. El βA que 

segregan las células al medio se degrada por la mediación de apoE de varias 

maneras: en una de ellas facilita la degradación proteolítica del βA a través de la 

enzima degradadora de insulina, de forma extracelular. En otra vía de 

degradación promueve la captación y degradación por la microglía del βA del 

medio extracelular (Jiang, Q. 2008). 

En otra de las vías de eliminación del βA en las que interviene apoE, facilita el 

aclaramiento desde el cerebro a la sangre también por la mediación del receptor 

LRP1 (LaFerla, F.M. 2012).  

No solo interviene en la degradación, sino que también tiene un papel 

antioxidante que protege frente a la apoptosis neuronal (Hayashi, H. 2009). Este 

papel protector lo ejerce a través del receptor LRP1 (ver apartado 1.1.3.3), que 

desencadenará una cascada de señalización intracelular en la que interviene GSK-

3β, enzima relacionada con la diabetes y la EA (ver apartado 1.1.5.1). 



Introducción                                                                                                                                     .                                                 
P

ág
in

a3
8
 

Otra de las posibles relaciones entre apoε4 y la EA se establece en la producción 

de acetilcolina. Una de las hipótesis que se barajan como causa de la EA es la de 

que está causada por los bajos niveles de este neurotransmisor (Bartus, R.T. 

1982). Se ha visto que en pacientes con EA portadores del alelo ε4 tienen menor 

producción de acetilcolina (Soininen, H. 1995; Beffert, U. 1998). 

Las diferencias entre los alelos ε2, ε3 y ε4 de la apoE parece que son 

determinantes en el comportamiento de dicha proteína. La hipótesis más viable 

que se maneja es que el alelo ε4 por sí solo no es causa de la EA. El hecho que 

induciría la enfermedad sería que no es capaz de ejercer el papel protector que se 

le atribuye en la protección del sistema nervioso. Al no poder frenar el estrés 

oxidativo, la degradación del βA o la apoptosis neuronal, entre otras acciones, se 

desarrollaría la EA como consecuencia de todos estos procesos lesivos (Maezawa, 

I. 2004). 

1.1.5 Repercusiones sistémicas en la enfermedad de Alzheimer 

No se puede perder de vista el comportamiento somático en cualquier tipo de 

enfermedad. La perturbación de la homeostasis en una zona determinada puede 

repercutir en el resto del cuerpo. Las enfermedades relacionadas con el sistema 

nervioso pueden tener una importancia fundamental en el buen funcionamiento 

sistémico. 

Una posible relación con la EA, se establece al determinar que hay βA en el plasma 

(Prelli, F. 1988), y si circula por todo el cuerpo podría afectar a los órganos. Hasta 

hoy en día no se ha demostrado que tenga una relación con el estado de los 

órganos del resto del cuerpo. 

Uno de los órganos que puede tener una estrecha relación con la EA es el hígado. 

El hígado tiene, entre otras, la función de servir como un agente detoxificante de la 

sangre. Será muy importante para eliminar restos nocivos que se encuentren en el 

sistema vascular sanguíneo, como el βA (Ghiso, J. 2004). 

El transporte del βA del cerebro hacia la sangre, y de la sangre hacia el cerebro se 

debe a los transportadores LRP1 y RAGE respectivamente (ver apartados 1.1.3.3 y 

1.1.3.4). 

1.1.5.1 Diabetes 

La diabetes es un desorden metabólico caracterizado por la hiperglucemia 

crónica. Esta enfermedad se presenta de 2 formas. Una de ellas es la diabetes de 

tipo 1, caracterizada por la destrucción autoinmune de las células pancreáticas 
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encargadas de segregar insulina. La otra forma es la de tipo 2, en que el paciente sí 

que produce insulina, pero es resistente a su acción. 

La diabetes de tipo 2 tiene una estrecha relación con la EA. Las personas que la 

desarrollan tienen el doble de riesgo de desarrollar EA que una persona sana para 

esta patología (Kroner, Z. 2009). El motivo de esta relación no está 

completamente esclarecido. La insulina y el receptor de la insulina (IR) en las 

células son uno de los reguladores de plasticidad neuronal, con lo que la pérdida 

de su funcionalidad con la diabetes tipo 2 sería uno de los factores que iniciarían 

la EA (Zhao, W.Q. 2001; Chiu, S.L. 2008). También se ha visto que la enzima 

degradadora de la insulina (IDE) es capaz de degradar βA (Farris, W. 2003; Jiang, 

Q. 2008). Al haber más niveles de insulina, por la incapacidad del receptor de 

captarla, ésta competiría con el βA como sustrato para la IDE, resultando en una 

menor degradación. Por otra parte, la enzima glucógeno sintasa kinasa 3α y 3β 

(GSK-3) también tiene un papel en la relación entre la diabetes y la EA.  Al no ser 

funcionales los IRs, en la vía de señalización interna que se muestra en la figura 

1.13 no se inactivaría GSK-3 (Cardoso, S. 2009). Al estar la enzima activa, por 

mecanismos desconocidos actualmente, provocaría el aumento de los depósitos 

de βA (Phiel, C.J. 2003) y de la hiperfosforilación de tau (Noble, W. 2005). 

Soportando la hipótesis de que la desregulación de la insulina  es una de las 

causas de la EA, el grupo de Catarina Oliveira (Correia, S.C. 2012) ha observado las 

siguientes evidencias: 

 Reducción de los niveles de insulina y del IR en la EA (Frolich, L. 1998; 

Steen, E. 2005). 

 El progreso de la EA según la escala de Braak (Braak, H. 1993) está 

relacionado con la reducción progresiva de los niveles de mRNA de la 

insulina, IGF-1, IGF-2 y sus receptores (Rivera, E.J. 2005). 

 Pacientes con EA muestran niveles altos de insulina en plasma y niveles 

bajos en el fluido cerebroespinal, y niveles altos de βA (Watson, G.S. 

2004), lo que sugiere que el descenso en el aclaramiento de la insulina 

provoca el ascenso en los niveles de βA en el plasma (Li, L. 2007). 

 La administración de insulina y glucosa incrementa la memoria en 

pacientes con EA (Manning, C.A. 1993). 

La hiperglucemia crónica que sufren los pacientes significa que también habrá 

altos niveles de AGEs. Como hemos comentado en el punto 1.1.4.2, el complejo 

formado por el receptor y los AGEs induce la sobreexpresión de la BACE, de esta 

forma habría mayor formación de βA (Guglielmotto, M. 2012), y por tanto un 

mayor riesgo de desarrollar EA. 
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Figura 1.14 Mecanismos relacionados entre la diabetes tipo 2 y la EA. Tomado de 

(Correia, S.C. 2012). 

1.1.5.2 Enfermedades vasculares 

Una de las enfermedades que suele ir de la mano de la EA es la angiopatía 

amiloide cerebral (CAA), hasta en más del 80% de los casos de EA se detecta esta 

patología (Ellis, R.J. 1996). Se caracteriza por la deposición de proteínas 

amiloideas en las paredes de las arterias cerebrales. Esta deposición puede causar 

hemorragias intracerebrales, con una sintomatología muy variada que dificulta su 

diagnóstico, desde simples dolores de cabeza a crisis epilépticas, dependiendo de 

la magnitud del accidente vascular.  Hay una clara relación directa entre la EA y la 

CAA, tiene una incidencia mucho mayor en pacientes con EA respecto a individuos 

sanos, incluso más que en pacientes que han desarrollado algún otro tipo de 

demencia (Attems, J. 2007). Los depósitos que se forman provocan anormalidades 

en los vasos que alteran el flujo sanguíneo y crean problemas cerebrales (Stopa, 

E.G. 2008; Thal, D.R. 2009). 

En relación al flujo sanguíneo cerebral, se ha visto que el βA 40 reduce el flujo, no 

así el βA 42. El flujo cerebral sanguíneo disminuye por la acción indirecta del βA 

40, al actuar este sobre la generación de radicales libres, y actuando éstos sobre 

vasodilatadores que actúan a nivel del endotelio (Niwa, K. 2000).  
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Las diferencias entre los residuos de aminoácidos que existen en cada uno de los 

alelos de apoE (ver apartado 1.1.4) son las que provocan que apoE4 tenga una 

mayor preferencia por las lipoproteínas plasmáticas. Al tener una mayor afinidad 

por estas, incrementan sus niveles en sangre (Davignon, J. 1988). Debido a esto, es 

causante de enfermedades coronarias, como el infarto de miocardio agudo (Tiret, 

L. 1994; Wilson, P.W. 1996) y aterosclerosis (Davignon, J. 1988; Ilveskoski, E. 

1999), derivado del hecho de tener un elevado nivel de lípidos en sangre. 

1.1.5.3 Cáncer 

El cáncer es una enfermedad en la que las células de un determinado tejido u 

órgano se dividen sin control. Este descontrol hace que las células pierdan su 

función original, y hará que el órgano en cuestión deje de ser funcional.  

La EA y el cáncer son 2 enfermedades que no se suelen presentar de forma 

conjunta. Es decir, si se tiene una alta probabilidad de contraer cáncer menor 

riesgo de padecer EA, y si se padece EA hay un menor riesgo de contraer cáncer 

(Roe, C.M. 2005). Los mecanismos que la relacionan con la EA no se conocen 

demasiado bien, pero es evidente que debe existir un factor común. 

Una de las características del cáncer es la alta actividad y niveles de la telomerasa. 

Esta enzima hace que los telómeros se regeneren continuamente y que la célula 

no entre en apoptosis, el ciclo celular se repite continuamente. Si se descontrola 

las células nunca llegan a morir y se inmortalizan, se vuelven cancerosas. Hay 

evidencia de que la expresión de la telomerasa está disminuida en cerebros con 

EA, y también la longitud de los telómeros (Franco, S. 2006; Rolyan, H. 2011), lo 

que es una situación muy alejada de la que tenemos en el cáncer. 

El ciclo celular también se ve alterado en las neuronas en la EA (figura 1.15). En 

estas células se dan cambios con la enfermedad, como el incremento del número 

de mitocondrias, la fosforilación de tau, y la activación de ciclinas. Esta 

“maquinaria” que implicaría una mayor división celular, se ve compensada por la 

expresión de quinasas inhibidoras, como p16 y p21. Al final, como consecuencia 

del hipermetabolismo producido por el aumento de mitocondrias, la célula 

produce un exceso de radicales libres y especies reactivas del oxígeno, y aumenta 

la hiperfosforilación de tau. Todo esto lleva a un daño celular que acabará 

provocando la apoptosis celular (Raina, A.K. 2000). 
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Figura 1.15 El ciclo celular en la EA. Tomado de (Raina, A.K. 2000) 

1.1.6 Modelos animales para la enfermedad de Alzheimer 

La dificultad de estudiar la EA se basa principalmente en que es una enfermedad 

exclusivamente humana (Bufill, E. 2006), y por obvias razones éticas se necesitan 

modelos animales, modelos en los que no podemos asegurar que se desarrolle la 

EA humana. Las maneras de trabajar  con humanos se remiten a trastornos de la 

conducta (Galasko, D. 2005), o a trabajar post-mortem, con órganos de gente que 

haya consentido en donarlos a la ciencia (Nunomura, A. 1999). 

La facilidad de trabajar con un modelo animal es elevada, y permite ver efectos a 

largo plazo, ya que se puede trabajar durante toda la vida del animal, que en 

humanos sería inviable, por el tiempo que se tardaría en realizar el estudio, ya que 

estamos hablando de una enfermedad asociada al envejecimiento. 

Los primeros modelos animales para la EA se deben a Henry Wisniewski, que 

trabajando con conejos en un experimento sin relación con la EA, en el que les 

administraba aluminio, vio que desarrollaban NFT, aunque más tarde se 

comprobó que no eran como los que se desarrollan en la EA. También intentó 

trabajar con perros y monos, pero no obtuvo resultados satisfactorios para 

conseguir un modelo que se acercara a la EA (Wisniewski, T. 2001). 

El modelo animal más usado es el ratón, por las facilidades que ofrece de cría y  de 

manipulación genética. Al no ser muy longevo, experimentalmente se puede ver el 

efecto de un tratamiento o enfermedad sobre el animal durante toda la vida. 

Para la EA hay varios modelos que intentan reproducir los efectos en el ratón. Uno 

de ellos consiste en que el animal desarrolle las placas de βA típicas de la 

enfermedad. Se consigue insertando en el genoma los alelos de los genes que 

codifican para el carácter en cuestión. En uno de los modelos se han hecho ratones 
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transgénicos para la APP, con mutaciones en los alelos que hacen que haya 

sobreexpresión de esta proteína. Por tanto mayor facilidad para la aparición de las 

placas de βA. Si se insertan 2 transgenes, un ratón doble transgénico, el que 

codifica para la APP, y para la PS1, la aparición de las placas se da a edades más 

tempranas que en el ratón con un solo transgen (Jankowsky, J.L. 2004). Concuerda 

con lo que ocurre en humanos, ya que la EA de aparición temprana está 

relacionada con las presenilinas. Nuestro grupo de investigación, en colaboración 

con el laboratorio del doctor García Verdugo de la Universitat de València, ha 

comprobado que estos animales desarrollan placas de βA alrededor de los 6 

meses de edad (figura 1.16). 

 

Figura 1.16 Placa de βA en el cerebro de ratón transgénico APPswe/PS1dE9. 

Este ratón, de acuerdo con la teoría de la cascada amiloidea (Hardy, J.A. 1992), 

debería desarrollar NFTs, pero no lo hace, aunque sí que se detecta 

hiperfosforilación de tau (Gotz, J. 2007). Esto se debe seguramente a que la 

estructura de la proteína tau es distinta en ratones que en humanos. Para tener un 

ratón con NFTs, se debe insertar un  transgen más, el gen que codifica para tau, 

MAPT. De esta manera tenemos el ratón triple transgénico para la EA, con alelos 

mutantes para los genes APP, PS1 y MAPT. En estos ratones, la patología 

amiloidea precede a la de tau (Oddo, S. 2003), un punto que favorecería la 

hipótesis de la cascada amiloidea. 
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1.2 RADICALES LIBRES 

La teoría de los radicales libres en el envejecimiento enunciada por Harman en 

1956 propone que los radicales libres derivados del oxígeno son los responsables 

del daño oxidativo que se produce con la edad a nivel celular y tisular (Harman, D. 

1956). Los sistemas antioxidantes no son capaces de hacer frente a todas las 

especies reactivas de oxígeno que se generan continuamente a lo largo de la vida 

de la célula, lo que acaba provocando un daño oxidativo en ella, y por extensión 

sobre los tejidos. 

Existen muchas pruebas experimentales a favor de esta teoría. Los animales viejos 

presentan mayores índices de oxidación que los jóvenes y se acumulan proteínas 

oxidadas, formas oxidadas del DNA y de lípidos  (Stadtman, E.R. 1992; Sohal, R.S. 

1993; Hamilton, M.L. 2001; Bokov, A. 2004). En principio, esto podría atribuirse a 

una tasa mayor de radicales libres generados por los organismos viejos. 

También, a favor de esta teoría son los descubrimientos de numerosos estudios 

realizados en diversos organismos, que sugieren que la reducción del estrés 

oxidativo o el aumento de la resistencia al mismo, están relacionados con la 

prolongación de la vida (Harman, D. 1978; Miquel, J. 1979; Harrington, L.A. 1988; 

Phillips, J.P. 1989; Orr, W.C. 1994; Parkes, T.L. 1998; Finkel, T. 2000; Melov, S. 

2000; Ruan, H. 2002; Ishii, N. 2004; Huang, T.T. 2006; Zou, S. 2007; Kim, J. 2008; 

Quick, K.L. 2008; Dai, D.F. 2009; Shibamura, A. 2009). 

A pesar de que la teoría de radicales libres está dentro de las más estudiadas y 

aceptadas de todas las hipótesis del mecanismo de envejecimiento, varios 

estudios han generado ambigüedad y controversia de la misma (Muller, F.L. 2007; 

Perez, V.I. 2009a; Perez, V.I. 2009b; Lapointe, J. 2010; Salmon, A.B. 2010). Por 

ejemplo, la gran mayoría de los estudios en ratones no muestran ningún cambio 

en la vida útil después del incremento o reducción de la actividad de enzima 

antioxidante (Huang, T.T. 2000; Perez, V.I. 2009b). Tampoco ha sido demostrado 

que prolongue la vida en ensayos clínicos en humanos, a los que se les 

administraba sustancias antioxidantes (Howes, R.M. 2006; Bjelakovic, G. 2007)  

Para entender la Teoría de los Radicales Libres en el Envejecimiento pasamos, a 

continuación, a definir algunos conceptos y términos básicos. 

1.2.1 Radicales libres 

Radical libre es aquella especie química que contiene uno o más electrones 

desapareados en su capa de valencia, esto hace que estas especies presenten una 

gran reactividad. Se caracterizan por su gran poder oxidante y porque su vida 
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media es normalmente muy corta. La tabla 1.3 muestra ejemplos de la vida media 

de algunos radicales libres. 

RADICAL SUSTRATO CONCENTRACIÓN VIDA MEDIA (a 37ºC) 

HO- LH 1 M 10-9 s 

RO- LH 100 mM 10-6 s 

ROO- LH 1 mM 7 s 

L- O2 20μM 10-8 s 

Q-  - Días 

Tabla 1.3 Vida media de radicales libres 

Estas especies químicas son abundantes en los sistemas vivos. Es más, algunos 

autores cómo Denham Harman en su estudio sobre el origen y evolución de la 

vida (Harman, D. 2001) proponen a los radicales libres como una de las causas del 

origen de la vida en nuestro planeta. Así pues, por una parte da origen a la vida y 

por otra, por su capacidad de formar distintos radicales libres es capaz de dañar 

estructuras esenciales para el desarrollo de ésta, tales como DNA, proteínas, 

carbohidratos y lípidos (Sies, H. 1983). Además los radicales libres intervienen en 

procesos fisiopatológicos como la diabetes y algunos tipos de cáncer (Takada, A. 

1982). También intervienen en procesos fisiológicos como el envejecimiento 

(Pacifici, R.E. 1991) y el ejercicio físico agotador(Davies, K.J. 1982; Sastre, J. 1992). 

En la naturaleza los radicales libres son mayoritariamente compuestos derivados 

del oxígeno y se denominan especies reactivas del oxígeno (ROS). La base química 

por la cual el oxígeno se comporta de tal forma viene detallada en el siguiente 

apartado. 

1.2.1.1 Clases de Radicales libres 

Existen muchas clases de radicales libres, tanto especies reactivas derivadas del 

oxígeno (ROS) como las especies reactivas del nitrógeno (RNS). Algunos de los 

radicales libres más importantes son: 

1.2.1.1.1 Anión superóxido (O2-) 

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

catalizadas enzimáticamente, como producto en las reacciones de las 

deshidrogenasas flavoproteínicas: xantina oxidasa, aldehído oxidasa, purina 

oxidasa, etc. (Korycka-Dahl, M. 1980), en las oxidasas e hidroxilasas (diamino 

oxidasa, galactosa oxidasa, citocromo p450, etc.), también en reacciones no 

enzimáticas del oxígeno con la cisteína (Vina, J. 1983). Asimismo en la cadena 

respiratoria mitocondrial (Boveris, A. 1972), siendo potencialmente tóxico, ya que 

puede iniciar reacciones que den lugar a otros intermediarios a su vez muy 

reactivos. Se ha estimado que una célula del cuerpo humano produce alrededor de 

unas 1010 moléculas de anión superóxido por día (Ames, B.N. 1993). Sin embargo 
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el 99% de las moléculas que se producen se dismutan hacia peróxido de 

hidrógeno (Cheeseman, K.H. 1993). 

2 •O2- + 2H→ H2O2 + O2 

1.2.1.1.2 Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

El peróxido de hidrógeno no es un radical libre como tal, pues no posee electrones 

desapareados en su capa de valencia. Es la forma menos activa de las especies 

reactivas del oxígeno. Su importancia recae en el hecho de que atraviesa 

fácilmente las membranas biológicas, con lo que puede dar lugar a reacciones de 

oxidación en puntos de la célula más alejados de su lugar de producción. 

Se puede originar a partir de diversas fuentes: 

 Por reducción directa de una molécula de oxígeno por dos electrones 

(Sawyer, D.T. 1988). 

 O2 + 2 e-  + 2 H→ H2O2 

 Por dismutación del •O2- (Cheeseman, K.H. 1993; Frei, B. 1994). 

 Como producto de algunas enzimas (glucosa oxidasa, uricasa, etc.) 

(Fridovich, I. 1986). 

 Por reacciones químicas de autooxidación (Korycka-Dahl, M. 1980). 

1.2.1.1.3 Radical hidroxilo (OH-) 

Estado de reducción de tres electrones de la molécula de oxígeno. Es la especie 

más reactiva con una vida media estimada de alrededor de 10-9 s (Liochev, S.I. 

1994). Puede generarse in vivo como consecuencia de radiaciones de alta energía 

(rayos X, rayos γ) que puede provocar rotura homolítica del agua corporal. La luz 

UV no tiene suficiente energía como para escindir una molécula de agua, pero 

puede dividir el agua oxigenada en 2 moléculas de radical hidroxilo. Otro proceso 

todavía más importante en la formación del radical hidroxilo es la llamada 

reacción de Fenton (Fenton, H.J.H. 1894). 

H2O2 + Fe2+→ Fe3+ +2OH- 

También a partir de agua oxigenada y del radical superóxido puede formarse el 

radical hidroxilo, por la reacción de Haber-Weiss (Haber, F.W., J. 1934). 

H2O2 + O2
• →O2 + 2OH- 

Esta reacción es catalizada por metales como el hierro o el cobre. 
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1.2.1.1.4 Radical peroxilo (ROO•) 

Formado a partir de hidroperóxidos orgánicos por pérdida de hidrógeno. Tiene 

una vida media relativamente larga, del orden de segundos (ver tabla 1.3). 

1.2.1.1.5 Oxígeno singlete (•O2) 

Es una forma excitada del oxígeno molecular. No es un radical libre como tal. Se 

forma in vivo por acción de la luz sobre las moléculas de oxígeno. Su vida media es 

alrededor de 10-6 segundos, dependiendo de la naturaleza de la matriz 

circundante. Puede interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles su energía 

de excitación o combinándose químicamente con ellas. Puede formarse en la 

oxidación del NADPH en los microsomas o en la actividad de varias enzimas como 

la xantina oxidasa, la lactoperoxidasa, lipooxigenasa y prostanglandinsintetasa, 

entre otras (Kanofsky, J.R. 1993). 

1.2.1.1.6 Óxido nítrico (NO•) 

El óxido nítrico es un gas lipofílico e hidrosoluble, cuya vida media es 

relativamente larga (3-5 s). Ha cobrado gran relevancia en los últimos años por la 

importante función fisiológica que desempeña, además de ser considerado un 

intermediario tóxico importante por su condición de radical libre. Su formación 

tiene lugar por una reacción enzimática en la que la enzima óxido nítrico sintasa 

cataliza la conversión de L-arginina a L-citrulina, dando como subproducto NO• 

en numerosos tipos celulares (Moncada, S. 1991). Además lo producen los 

macrófagos activados contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria. El óxido 

nítrico genera anión peroxinitrito (ONOO-) al reaccionar con el anión superóxido 

(Gryglewski, R.J. 1986; Miles, A.M. 1996), tal como se muestra en la siguiente 

reacción: 

O2- + NO- → ONOO- + H+ → ONOOH → NO3- 

Interviene en numerosos procesos fisiológicos, actuando como regulador del flujo 

sanguíneo local, inhibidor de la agregación plaquetaria, neurotransmisor, etc. 

siendo el cerebro el órgano con mayor actividad óxido nítrico sintasa (Czapski, G. 

1995). 

1.2.1.1.7 Dióxido de nitrógeno (NO2) 

El dióxido de nitrógeno es un radical libre contaminante producido 

primariamente a partir de la oxidación del NO• atmosférico. Es un iniciador muy 

efectivo de la cadena de peroxidación lipídica (Postlethwait, E.M. 1995). 
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1.2.1.1.8 Radicales de átomos derivados de carbono (R•) 

Los radicales centrados en un átomo de carbono (R•) surgen del ataque de un 

radical oxidante sobre una molécula biológica. En el primer paso se arranca un 

átomo de hidrógeno (H+) de un grupo metileno situado entre dos enlaces dobles. 

Este tipo de radicales es muy inestable y reacciona rápidamente con el oxígeno, 

dando lugar a un radical peróxido (ROO•). A su vez, estos radicales pueden 

participar en otras reacciones y generar otras especies radicales (Frei, B. 1994). 

1.2.1.1.9 Radicales de átomos derivados de azufre (RS•) 

Los átomos de azufre también pueden ser el centro de un radical libre (RS•) 

formado, por ejemplo, a partir de la cisteína. Ésta se autooxida con facilidad dando 

lugar a la formación de radicales tiilo e hidroxilo (Estrela, J.M. 1983; Sparrow, C.P. 

1993). 

1.2.2 Génesis de especies reactivas del oxígeno 

Todos los radicales libres descritos anteriormente corresponden a especies cuya 

formación es endógena, pero el organismo también está expuesto a radicales 

libres procedentes de fuentes externas como la dieta (en la que son ingeridos 

muchos compuestos de naturaleza prooxidante), el ozono, el humo del tabaco, la 

polución ambiental, etc. (Ames, B.N. 1983). Las especies reactivas del oxígeno 

pueden tener un origen endógeno o exógeno (Freeman, B.A. 1982; Frei, B. 1994). 

Algunas de ellas surgen como “accidentes químicos”, es decir, reacciones 

secundarias no deseadas entre las biomoléculas o en la detoxificación de 

xenobióticos, pero otras especies activadas de oxígeno se generan in vivo con un 

fin determinado, como en el caso de los fagocitos activados, que producen O2- y 

H2O2 (Halliwell, B. 1991). 

1.2.2.1 Fuentes exógenas 

Las fuentes exógenas más importantes en la generación de especies activadas de 

oxígeno son: 

• Muchos agentes antineoplásicos tales como la adriamicina, bleomicina, 

daunorrubicina y algunos antibióticos (Doroshow, J.H., P. 1982) que dependen de 

grupos quinoides o de unión a metales para su actividad. Algunos de los efectos de 

estas drogas se han atribuido a su capacidad para reducir el oxígeno a superóxido, 

peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo. 

• La irradiación de los organismos debido a las radiaciones electromagnéticas 

(rayos X y g) o debido a radiaciones de partículas (electrones, protones, 

neutrones, deuterones y partículas a y b) (Bielsky, B.H.G., J.M. 1977). 
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• Factores ambientales, como contaminantes aéreos fotoquímicos, hiperoxia, 

pesticidas, humo del tabaco, solventes, anestésicos e hidrocarburos aromáticos. 

Estos agentes, o bien poseen radicales libres, como el humo del tabaco, o bien se 

convierten en radicales mediante el metabolismo celular y los procesos de 

desintoxicación (Mason, R.P. 1982). 

1.2.2.2 Fuentes endógenas 

1.2.2.2.1 La cadena de transporte electrónico mitocondrial 

La cadena de transporte electrónico mitocondrial es una de las principales fuentes 

generadoras de radicales libres en interior de la célula. Está compuesta por una 

serie de proteínas con capacidad redox que reducen al oxígeno molecular hasta la 

formación de una molécula de agua. Esta reacción está acoplada a la fosforilación 

oxidativa, en la cual se produce energía en forma de ATP.  

1.2.2.2.2 Reacción de Fenton-Haber-Weiss 

Consiste en la reducción del H2O2 por iones de metales de transición, sobre todo el 

ion ferroso (Fe+2) y, en menor medida, el cuproso (Cu+) y otros iones. El agua 

oxigenada (H2O2) es una molécula relativamente estable en ausencia de 

catalizadores que promuevan su descomposición. Fenton (Fenton, H.J.H. 1894) 

descubrió que se podían oxidar moléculas orgánicas por mezclas de peróxido de 

hidrógeno y Fe+2 (reactivo de Fenton). Fueron Haber y Weiss los que 

posteriormente comprobaron cómo el Fe+2 reduce al H2O2, que a su vez se 

descompone en radical hidroxilo e ión hidroxilo (Haber, F.W., J. 1934). 

H2O2 + Fe+2 →2HO- + Fe+3 

Y en general, 

ROOH + Fe+2 →RO• + HO- + Fe+3 

Aunque esta reacción puede tener lugar con varios metales, el hierro parece ser el 

más importante en sistemas biológicos. El Fe+2 se oxida a Fe+3 con mucha facilidad, 

y éste es muy insoluble. Por ello, el hierro libre que pueda haber en los sistemas 

biológicos estará en muy pequeñas cantidades y en forma férrica (Halliwell, B. 

1986). Pero el ion férrico puede ser reducido por el ascorbato (Sawyer, D.T. 1988) 

y por el radical superóxido (Frei, B. 1994), con lo que se genera un ciclo de 

producción continua de radicales hidroxilo: 

Fe+3 + O2- →Fe+2 + O2 

Fe+3 + AH-→ Fe+2 + A- + H+ 
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1.2.2.2.3 Los sistemas de transporte electrónico del retículo endoplásmico 

Estos sistemas de membrana contienen los citocromos P450 y b5, que pueden 

oxidar ácidos grasos insaturados (Capdevila, J. 1981) y xenobióticos. Bajo la 

denominación de citocromos P450 se engloba un número muy elevado de 

proteínas con grupos hemo, ampliamente distribuidos entre los seres vivos. Son 

los más poderosos oxidantes in vivo, aunque también pueden actuar como agentes 

reductores. Son monooxigenasas que actúan activando el oxígeno molecular a 

especies electrofílicas de oxígeno (bien radicales o bien generadoras a su vez de 

radicales) que pueden ser liberadas en la célula (Dolphin, D. 1988; Forster, R.E. 

1993). 

1.2.2.2.4 Microsomas o peroxisomas 

Los microsomas o peroxisomas son una fuente importante de peróxido de 

hidrógeno. Poseen una concentración elevada de oxidasas, como la D-aminoácido 

oxidasa y la acil-CoA oxidasa, enzimas utilizadas en la degradación de ácidos 

grasos y aminoácidos, que producen peróxido de hidrógeno como producto de la 

reacción que catalizan (Boveris, A. 1972). La catalasa peroxisomal metaboliza la 

mayor parte del peróxido de hidrógeno formado en ellos (Freeman, B.A. 1982; 

Krinsky, N. 1994). Por otro lado, el citocromo P450 tiene un papel importante en 

los microsomas que detoxifican xenobiótico (Philpot, R.M. 1991). 

1.2.2.2.5 Membrana plasmática 

La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la membrana plasmática de las células 

fagocíticas, es una importante fuente biológica de producción de radicales libres, 

debido a la activación de los leucocitos polimorfonucleares y macrófagos que 

consumen gran cantidad de oxígeno, el cual será transformado en radical 

superóxido. Estos radicales libres de oxígeno pueden dañar a la propia célula que 

los origina y a células próximas a los fagocitos estimulados. También se ha visto 

que la NADH oxidasa es una importante fuente de radicales libres en células 

musculares lisas arteriales y endotelio (Jones, S.A. 1994). Cabe destacar el papel 

de las enzimas unidas a la membrana plasmática, tales como la lipooxigenasa y la 

ciclooxigenasa, en la producción de radicales libres fruto del metabolismo de su 

producto, el ácido araquidónico, para dar potentes productos biológicos: 

prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (White, R.P. 1990). 

1.2.3 Antioxidantes fisiológicos 

Ya que los seres vivos han evolucionado en presencia de sustancias oxidantes, la 

evolución ha ido dotando a estos organismos de sistemas capaces de hacer frente 

a este tipo de sustancias tan reactivas. Halliwell en 1995 definió como 
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antioxidante a “cualquier sustancia que, cuando está presente en bajas 

concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye 

significativamente o inhibe la oxidación de este sustrato” (Sies, H. 1993; Halliwell, 

B. 1995). 

Pueden actuar de las siguientes formas: 

• Previniendo la formación de ROS 

• Interceptando el ataque de ROS 

• Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas 

menos reactivas 

• Amplificando la resistencia de las dianas biológicas sensibles al ataque de 

ROS 

• Facilitando la reparación del daño causado por ROS y, por último 

• Manteniendo un ambiente favorable para la actuación de otros 

antioxidantes. 

Bajo el punto de vista de la fisiología celular, los podemos dividir en antioxidantes 

primarios, secundarios y terciarios. 

Los antioxidantes primarios previenen la formación de nuevas especies de 

radicales libres. Estos antioxidantes actúan por conversión de los radicales libres 

existentes en moléculas menos dañinas, o impidiendo su formación desde otras 

moléculas. Dentro de este grupo se incluye a la superóxido dismutasa, la glutatión 

peroxidasa, la catalasa y las proteínas ligadoras de metales (ferritina y 

ceruloplasmina) que limitan la disponibilidad de hierro necesario para la 

formación del radical OH- (Halliwell, B.G., J.M.C. 1989). 

Los antioxidantes secundarios son protectores no enzimáticos o captadores de 

radicales libres que intervienen cuando hay superproducción de radicales libres y 

los sistemas enzimáticos están desbordados, previniendo así las reacciones en 

cadena. Se incluye el glutatión, la vitamina E, vitamina C, ácido úrico, bilirrubina y 

albúmina (Halliwell, B. 1990).  

Los antioxidantes terciarios reparan biomoléculas dañadas por los radicales libres. 

Entre ellos se encuentran los sistemas proteolíticos intracelulares, que actúan 

degradando proteínas dañadas oxidativamente, evitando de este modo su 

acumulación (Davies, K.J. 1987b; Pacifici, R.E. 1991). También podemos destacar 

las enzimas reparadoras de DNA, la metionina sulfóxido reductasa y la fosfolipasa 

A2 que corta los fosfolípidos oxidados de la membrana (Sevanian, A. 1985). 

Otra forma de clasificar a los antioxidantes, muy utilizada en la literatura, es desde 

un punto de vista bioquímico. Así, podríamos clasificarlos en antioxidantes 

enzimáticos y antioxidantes no enzimáticos. 
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1.2.3.1 Antioxidantes enzimáticos 

1.2.3.1.1 Superóxido dismutasa 

Bajo este nombre se incluye a una familia de metaloproteínas ampliamente 

distribuida en la naturaleza, presente en todas las células que utilizan en su 

metabolismo el oxígeno, e incluso en algunas bacterias anaeróbicas estrictas y 

facultativas (Hassan, H.M. 1977). Su actividad fue descrita por primera vez por 

McCord y Fridovich en 1969 (McCord, J.M. 1969). La superóxido dismutasa (SOD) 

transforma el radical superóxido en peróxido de hidrógeno, constituyendo el 

primer medio natural de defensa (McCord, J.M. 1974). Cabe destacar que el radical 

superóxido es inestable en medio acuoso y dismuta espontáneamente formando 

H2O2. Sin embargo, la velocidad de dismutación espontánea no enzimática es 

relativamente baja (a pH fisiológico, está alrededor 2x105 M-1s-1). La catálisis de 

la reacción de dismutación llevada a cabo por la enzima superóxido dismutasa 

incrementa esta velocidad del orden de 10.000 veces. Hay descritas cuatro formas 

diferentes de superóxido dismutasas (Fridovich, I. 1974) según el grupo 

prostético metálico ligado al enzima (tabla 1.4). 

  2 O2 - + 2H+→ H2O2 + O2 

ENZIMA GRUPO PROSTÉTICO LOCALIZACIÓN CELULAR 

Cu,Zn-SOD Cu, Zn Citosol y núcleo 

Mn-SOD Mn Matriz mitocondrial y 

citosol 

Mn-SOD Mn Bacterias 

Fe-SOD Fe Bacterias 

Tabla 1.4 Tipos de SOD y localización celular mayoritaria 

1.2.3.1.2 Glutatión peroxidasa 

La glutatión peroxidasa (GPx) es también un antioxidante primario. Convierte el 

peróxido de hidrógeno y los peróxidos de lípidos en moléculas inofensivas 

(Chance, B. 1979).  

Hay dos tipos de glutatión peroxidasa, y ambas requieren glutatión reducido como 

dador de equivalentes reductores: Glutatión peroxidasa selenio dependiente: es 

una proteína tetramérica, con cuatro átomos de selenio, que cataliza la reducción 

de peróxido de hidrógeno y peróxidos orgánicos (Ketterer, B. 1986), además de 

intervenir en otros procesos como eliminación de xenobióticos (Sohn, O.S. 1999). 
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Su centro activo contiene una cisteína en la que el azufre ha sido sustituido por 

selenio (Forstrom, J.W. 1978). Su actividad se ve muy afectada por el contenido en 

selenio de la dieta (Ketterer, B. 1986). 

ROOH + 2 GSH → ROH + H2O + GSSG 

H2O2 + 2 GSH →2 H2O + GSSG 

Glutatión peroxidasa no selenio dependiente: sólo tiene actividad frente a 

peróxidos orgánicos. La mayor parte de la actividad glutatión peroxidasa se 

encuentra en el citosol, aunque también está presente en la matriz mitocondrial 

(Ketterer, B. 1986). 

1.2.3.1.3 Catalasa 

La catalasa participa en la eliminación de peróxido de hidrógeno, dando lugar a 

agua y a una molécula de oxígeno (Chance, B. 1979).  

2 H2O2 →2 H2O + O2 

También es capaz de catalizar ciertas reacciones de peroxidación en presencia de 

H2O2, actuando sobre algunos alcoholes, aldehídos y ácidos orgánicos como 

sustratos (Chance, B. 1979). 

2 H2O2 + AH2→ 2 H2O + A 

La catalasa se halla principalmente en los peroxisomas (Tolbert, N.E. 1981), si 

bien en años recientes se ha descrito cierta actividad catalasa también en 

mitocondrias y citosol (Rodriguez, A.M. 2000). 

1.2.3.2 Antioxidantes no enzimáticos 

1.2.3.2.1 El glutatión 

Es el tiol no proteico más abundante en las células de mamíferos. Fue descubierto 

por Hopkins en 1921 (Hopkins, F.G. 1921) y está constituido por 3 aminoácidos: 

ácido glutámico, cisteína y glicina. Su estructura le confiere ciertas características 

que hacen que el glutatión tenga una funcionalidad amplia e importante en la 

célula. Se puede encontrar en 2 formas según su estado de óxido-reducción: como 

GSH o glutatión reducido, o como GSSG o glutatión oxidado que está compuesto 

por 2 moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro entre las cisteínas. 

El GSH desempeña numerosas e importantes funciones metabólicas (Viña, J. 

1990), una de ellas es la de proteger a la célula contra los radicales libres, los 
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peróxidos y otros compuestos tóxicos, así como proteger frente al efecto nocivo de 

las radiaciones. 

1.2.3.2.2 Papel antioxidante del glutatión: ciclo redox 

El GSH puede reaccionar directamente con los radicales libres, sin intervención 

enzimática alguna y detoxificarlos, o bien puede reducir los peróxidos formados 

por medio de la glutatión peroxidasa. Cuando se da una agresión oxidativa, el GSH 

se oxida a GSSG por medio de la reacción catalizada por la glutatión peroxidasa. El 

GSSG formado es inmediatamente reducido a GSH por medio del enzima glutatión 

reductasa. La glutatión reductasa requiere NADPH como cofactor, que será 

suministrado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa (figura 1.17). Tanto la 

glutatión peroxidasa como la glutatión reductasa se hallan predominantemente en 

el citosol, existiendo también cierta actividad en la mitocondria. 

 
Figura 1.17 Ciclo redox del glutatión 

1.3 ESTRÉS OXIDATIVO 

1.3.1 Concepto de estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se define como una alteración del equilibrio entre las especies 

prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, H. 1985). 

A pesar del papel fisiológico que desempeñan algunas especies activadas de 

oxígeno, también pueden dar lugar a reacciones de oxidación indeseadas, contra 

las cuales los organismos han tenido que desarrollar defensas antioxidantes 

(Halliwell, B. 1996). 

La formación de cierta tasa de radicales libres es un proceso normal e inevitable 

(Slater, T.F. 1984), ya que son producto de infinidad de reacciones químicas 

imprescindibles para la vida celular. Estas especies tan reactivas, no causan daño 

oxidativo en condiciones normales debido a que la célula está provista de gran 

cantidad de mecanismos antioxidantes.  
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Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y 

antioxidantes a favor de las primeras, el resultado es un daño oxidativo, que 

puede afectar a diversas moléculas, y que puede reflejarse en sus funciones 

fisiológicas. Así pues, el estrés oxidativo puede originarse por un exceso de 

sustancias prooxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o por ambos 

factores a la vez. 

1.3.2 Estrés oxidativo y daño a biomoléculas 

1.3.2.1 Daño oxidativo a lípidos 

De los principales tipos de biomoléculas, los lípidos, y sobre todo los ácidos grasos 

poliinsaturados, son los más susceptibles de ser atacados por radicales libres 

(Cheeseman, K.H. 1993) siendo el radical hidroxilo (HO-), el peróxido (ROO•), el 

alcoxilo (RO•) y el alquílico (R•) los principales generadores de daño oxidativo a 

lípidos. 

El proceso de ataque oxidativo a lípidos (figura 1.18), denominado peroxidación 

lipídica, comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena alifática 

de un ácido graso, se desprende un átomo de hidrógeno, y se forma un radical 

alquílico (Halliwell, B. 1994; Krinsky, N. 1994). Esta reacción se produce 

preferentemente en los carbonos contiguos a enlaces dobles de los ácidos grasos 

poliinsaturados, ya que los radicales formados se pueden estabilizar por 

resonancia con el enlace doble. Los radicales peróxido pueden reaccionar con 

cadenas laterales de otros ácidos grasos poliinsaturados, con lo que se propaga la 

reacción en cadena de los radicales (Halliwell, B. 1994). 

De esta manera, un sólo ataque por un radical libre da lugar a la formación de un 

gran número de productos de oxidación, sobre todo aldehídos, principalmente 

malondialdehído (MDA), e isoprostanos, 4-hidroxinonenal, e hidrocarburos de 

cadena corta como etano y pentano (Freeman, B.A. 1982; Cheeseman, K.H. 1993). 

Muchos de los aldehídos formados reaccionan rápidamente con los componentes 

celulares con lo que causan mutaciones en el DNA, y producen daños estructurales 

y funcionales al reaccionar con proteínas (Krinsky, N. 1994). La peroxidación 

lipídica se considera un factor muy importante en el envejecimiento de células 

aerobias, (Lippman, R.D. 1985), ya que el daño oxidativo a los lípidos de la 

membrana constituye, muy probablemente, un factor importante en la 

disminución de la fluidez de las membranas, y por tanto afectará a su 

funcionalidad (Shigenaga, M.K. 1994). El MDA es un marcador muy fiable del 

perfil de peroxidación lipídica. 
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Figura 1.18 Mecanismo de peroxidación lipídica. 

1.3.2.2 Daño oxidativo a proteínas 

Todos los aminoácidos presentes en las proteínas tienen residuos susceptibles de 

ser atacados por los radicales libres, sobre todo por el radical hidroxilo (Stadtman, 

E.R. 1992). Dentro de los aminoácidos fisiológicos, la tirosina, la fenilalanina, el 

triptófano, la histidina, la metionina y la cisteína son los que más procesos 

oxidativos sufren (Davies, K.J. 1987a). Esta oxidación puede dar lugar a un cambio 

conformacional de la proteína y, por tanto, a una pérdida o modificación de su 

función biológica. 

En los procesos de daño oxidativo a proteínas, algunos aminoácidos como lisina, 

prolina y arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el 

contenido en carbonilos de las proteínas se puede emplear como un indicador de 

daño oxidativo a las mismas. Otros aminoácidos como histidina, cisteína y 

metionina, también sufren daño oxidativo, pero no forman derivados de tipo 

carbonilo  (Stadtman, E.R. 1992). El daño oxidativo suele ser irreversible y puede 

conducir a la desnaturalización de la proteína (Dean, R.T. 1993). 

1.3.2.3 Daño oxidativo al DNA 

El DNA también es susceptible de daño oxidativo en todos sus componentes. El 

oxígeno es capaz de atacar tanto a las bases como al azúcar. 

Podemos encontrar más de veinte subproductos tras un ataque oxidativo al DNA. 

Entre ellos, la oxidación de la 2-desoxiguanosina a 8-hidroxi 2-desoxiguanosina es 

una de las lesiones más frecuentes, y reviste gran importancia por su alto efecto 

mutagénico, ya que durante la replicación producirá transversiones de purinas 

(Kasai, H. 1984). 
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El daño oxidativo asociado a proteínas y DNA no debe ser considerado de manera 

independiente. La acumulación de formas inactivas de enzimas reparadoras 

puede aumentar la acumulación de daño oxidativo en el DNA, por lo que se 

pueden potenciar uno a otro. Cuando la replicación del DNA dañado tiene lugar 

antes de la reparación o cuando un DNA dañado se repara de manera incorrecta, 

tiene lugar una mutación (Breen, A.P. 1995). Por ello, las lesiones oxidativas al 

DNA parecen estar implicadas no sólo en el envejecimiento celular, sino también 

en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la edad avanzada. 

El DNA mitocondrial sufre mucho más daño oxidativo que el nuclear (Richter, C. 

1988), ya que presenta ciertos rasgos que le hacen especialmente susceptible de 

ser atacado por agentes oxidantes: carece de histonas que puedan recibir el 

ataque en lugar del DNA (Johns, D.R. 1995); el sistema de reparación es menos 

efectivo (Suter, M. 1999) y, por último, se encuentra muy cerca de la cadena de 

transporte mitocondrial, uno de los sistemas principales de producción de 

especies reactivas del oxígeno (Giulivi, C. 1993). Otro factor distintivo del DNA 

mitocondrial es que no posee intrones, de manera que la modificación de 

cualquier base afecta usualmente a una zona de DNA codificante (Ames, B.N. 

1993) y su repercusión suele ser, por tanto, más importante. 

1.3.2.4 Daño oxidativo a glúcidos 

Los glúcidos reaccionan con facilidad con el radical hidroxilo. Los monosacáridos 

y disacáridos resisten la acción de los radicales libres de oxígeno. La glucosa 

constituye un captador del radical superóxido, al retenerlo e impedir su acción 

sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son eliminadores del radical 

hidroxilo. Por ello, se ha observado que diversos polisacáridos actúan como 

agentes protectores celulares (Albertini, R. 1996). 

El daño oxidativo a los glúcidos reviste importancia cuando se trata de 

polisacáridos de función estructural, ya que los polisacáridos son 

despolimerizados por los radicales libres dando lugar a procesos degenerativos. 

Un caso especial es el del ácido hialurónico cuya función estructural reside en 

mantener la viscosidad del fluido sinovial. Se ha observado que la superóxido 

dismutasa es capaz de proteger frente a la despolimerización del ácido 

hialurónico, en el líquido sinovial (McCord, J.M. 1974). Los proteoglicanos están 

sujetos a rotura oxidativa de forma similar (Greenwald, R.A. 1980). 

1.3.3 Indicadores de estrés oxidativo 

Dada la importancia del daño que el estrés oxidativo puede producir en las células 

y en el organismo, en los últimos años se ha intentado encontrar índices que nos 

permitan medirlo. Entre los indicadores propuestos, uno de los más relevantes es 
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el cociente glutatión oxidado/glutatión reducido (GSSG/GSH) característico de 

estrés oxidativo, de modo que un aumento en la concentración de glutatión 

oxidado produce una alteración del estado redox celular (Sies, H. 1986). 

Además, como indicadores de daño oxidativo a lípidos, el malondialdehído y el 

hidroxinonenal son los más empleados, aunque también se pueden considerar los 

niveles de pentano y de etano. La 8- hidroxi-2’-desoxiguanosina es un indicador 

de daño oxidativo al DNA, los grupos carbonilo y la 2-oxohistidina se utilizan 

como marcadores de daño en oxidativo en proteínas (Hageman, J.J. 1992). 

1.4 TEORÍA MITOCONDRIAL DE LOS RADICALES LIBRES 

Miquel y colaboradores proponen en 1980 la Teoría Mitocondrial del 

Envejecimiento Celular (Miquel, J. 1980). Esta teoría sugiere que la senescencia es 

un producto derivado del ataque de los radicales de oxígeno al genoma 

mitocondrial en células postmitóticas fijadas. Las mitocondrias de las células 

postmitóticas consumen O2 a velocidades altas, liberando entonces radicales de 

oxígeno que exceden la capacidad de las defensas antioxidantes celulares (Miquel, 

J. 1980). 

La Teoría Mitocondrial del Envejecimiento se ha probado recientemente en varios 

laboratorios, y existe en la bibliografía una gran cantidad de evidencias 

experimentales que la apoyan. Diversos autores han comprobado que las 

mitocondrias de animales viejos producen más radicales libres que las de los 

jóvenes (Sohal, R.S. 1991; Sastre, J. 1998). Además, existe una relación inversa 

entre la producción mitocondrial de peróxidos y la longevidad de los mamíferos 

(Sohal, R.S. 1990; Barja, G. 1994). Estos resultados apoyan la idea de que la 

generación de prooxidantes es un factor crítico en la velocidad del envejecimiento 

(Sohal, R.S. 1991). Así mismo, se ha demostrado que el daño oxidativo al DNA 

mitocondrial, proteínas y lípidos sobrevienen a lo largo del envejecimiento 

(Richter, C. 1988; Shigenaga, M.K. 1994), y que la generación de peróxidos por la 

mitocondria aumenta con la edad. 

El papel de las mitocondrias viejas en el envejecimiento celular se ha demostrado 

microinyectando mitocondrias aisladas a partir de fibroblastos de ratas viejas, 

donde se veía que las células inducidas degeneraban (Corbisier, P. 1990). 

La generación continua de ROS por la mitocondria a lo largo de la vida celular, 

produce un estrés oxidativo mitocondrial “crónico” relacionado con la edad, que 

juega un papel clave en el envejecimiento. Más aún, la mitocondria de especies 

que viven periodos de tiempos más cortos produce relativamente cantidades más 

elevadas de ROS que aquella procedente de especies que viven más (Sohal, R.S. 

1990; Barja, G. 1994). De este modo, la velocidad de producción de ROS aparece 
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como determinante en el potencial de vida máxima (Perez-Campo, R. 1998). El 

papel de la mitocondria en el envejecimiento celular también se ha relacionado 

con las pérdidas funcionales mitocondriales a lo largo del proceso de 

envejecimiento (Miquel, J. 1980; Shigenaga, M.K. 1994). Así, la actividad 

respiratoria de mitocondrias aisladas decrece con la edad en hígado, músculo 

esquelético y cerebro. Recientemente, en nuestro laboratorio demostramos que el 

potencial de membrana mitocondrial decrecía con la edad y que aumentaba el 

tamaño mitocondrial en el envejecimiento (Sastre, J. 1996). También se ha 

publicado que existe una disminución de los transcriptos mitocondriales 

relacionados con la edad en algunos tejidos de rata y en Drosophila (Calleja, M. 

1993). Debemos tener en consideración la expresión del 16S rRNA mitocondrial, 

la cual se ve disminuida en los procesos de estrés oxidativo (Crawford, D.R. 1997). 

Además, la expresión de este gen mitocondrial disminuye con la edad, y esta 

disminución se correlaciona con la curva de supervivencia en Drosophila (Calleja, 

M. 1993). Así pues, la expresión del 16S rRNA puede ser considerada como un 

marcador de envejecimiento celular.  

1.4.1 La mitocondria: estructura y función 

Las mitocondrias son orgánulos celulares de forma ovalada, con una longitud de 

unas 2 μm y un diámetro de 0,5 μm, el tamaño aproximado de una bacteria. 

Estudios de microscopia electrónica revelan la existencia de dos membranas, una 

externa y una interna muy extensa y con numerosos pliegues, llamados crestas. 

Por lo tanto existen dos compartimentos: (1) el espacio intermembranal, situado 

entre la membrana externa e interna y (2) la matriz que está rodeado de la 

membrana interna (figura 1.19). 

 
Figura 1.19 Estructura de la mitocondria. 
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En la matriz se localizan varias copias del genoma circular mitocondrial, los 

ribosomas y numerosos complejos enzimáticos necesarios tanto para las 

funciones energéticas, como para la expresión y la replicación de genes. En 

concreto el genoma mitocondrial humano contiene 16.569 pares de bases (pb) y 

codifica 13 proteínas de la cadena respiratoria así como los RNAs ribosómicos 

grande y pequeño y suficientes tRNAs como para traducir todos los codones. Sin 

embargo las mitocondrias también contienen muchas proteínas codificadas por el 

DNA nuclear. 

En el espacio intermembranal se localizan las enzimas que median el tránsito de 

sustancias entre la matriz mitocondrial y el citosol, y alguno de estos complejos 

presenta actividad quinasa. 

Del mismo modo, sus membranas ofrecen también diferencias significativas. La 

membrana interna se caracteriza morfológicamente por presentar unas 

invaginaciones denominadas ‘crestas’, con multitud de complejos enzimáticos (los 

componentes de la cadena transportadora de electrones –CTE–, la ATP sintasa) y 

proteínas que regulan el paso de metabolitos, como el traslocador de nucleótidos 

de adenina (ANT, del inglés adenine nucleotide translocator). La membrana 

mitocondrial interna resulta especialmente impermeable a iones gracias a su alto 

contenido en el fosfolípido cardiolipina, característica esencial que le permite 

soportar un gradiente electroquímico necesario para el desempeño de la función 

energética. Por el contrario, la membrana externa carece de crestas 

mitocondriales y, en condiciones fisiológicas, es permeable al paso de iones y de 

metabolitos con pesos moleculares inferiores a 6.000 Da debido a la presencia de 

la proteína porina, conocida en la actualidad como canal aniónico dependiente de 

voltaje (VDAC, del inglés voltage dependent anion channel). 

A pesar de la existencia de estos compartimentos, que a primera vista parecen 

estancos, la estructura mitocondrial permite el paso regulado de proteínas 

mediante procesos controlados por unos complejos proteicos transmembranales 

TIM (del inglés, translocase of the inner membrane) en la membrana interna y 

TOM (del inglés, translocase of the outer membrane) en la externa– que son 

capaces de discriminar entre aquellas proteínas que deben dirigirse a la matriz y 

las que lo harán hasta el espacio intermembranal; en este proceso intervienen 

algunos miembros de la familia de las chaperonas que se inducen por calor (HSP, 

del inglés heat shock proteins), como la HSP 70 y la HSP 60 (Hood, D.A. 2003). 

Existen zonas de contacto entre las membranas mitocondriales, las denominadas 

‘zonas densas’, cuyos componentes proteicos son capaces de interaccionar y dar 

lugar a la formación de un canal, el PPTM (poro de permeabilidad transitoria 

mitocondrial), del que también forman parte proteínas del citoplasma y de la 

matriz mitocondrial. 
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Entre las funciones que se realizan en la mitocondria cabe destacar, según la 

relación con el tema, la fosforilación oxidativa. La cual tiene lugar en la cadena de 

transporte electrónico, que es llevada a cabo por un complejo enzimático en el que 

se genera poder reductor, en forma de NADH y FADH2, que se utiliza en la cadena 

respiratoria. Acoplado al transporte de los electrones por diferentes niveles redox, 

y gracias a la energía liberada, tiene lugar la salida de tres protones desde la 

matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal, lo que origina un gradiente 

electroquímico entre los dos compartimentos; ello se traduce en una diferencia de 

pH de una unidad y en una diferencia de potencial eléctrico de 140 mV, lo que 

supone un incremento de energía libre (ΔG) de aproximadamente -5 Kcal. Esta 

energía la utiliza la ATP sintasa (complejo V), localizada en la membrana interna, 

para fosforilar moléculas de ADP, dando lugar a ATP, a la vez que los protones 

vuelven a la matriz a favor de gradiente. El funcionamiento correcto de este 

complejo enzimático es esencial para la vida de la célula, de forma que cualquier 

alteración en las enzimas que lo componen se puede traducir en enfermedades 

degenerativas. 

Son muchos los inhibidores que se conocen de los distintos componentes de la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial (CTEM), los cuales se utilizan en 

estudios sobre su funcionamiento. 

 
Figura 1.20 Esquema de la cadena de transporte electrónico mitocondrial.  
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1.4.2 Producción de radicales libres en los estados 

mitocondriales 

Se calcula que entre el 2 y el 3 % de los electrones transportados por la cadena de 

transporte electrónico mitocondrial en estado 4 (cuando todo el ADP está en 

forma de ATP) no llegan al complejo IV y producen reducciones parciales del 

oxígeno (Cadenas, E. 1977; Frei, B. 1994). Debido a las propiedades del oxígeno, 

su reducción tetravalente requiere la transferencia sucesiva de 4 electrones al 

orbital antienlazante. 

El citocromo a3 del complejo IV de la cadena respiratoria es capaz de mantener 

estrechamente unidas a su centro activo todas las especies parcialmente 

reducidas del oxígeno hasta que se completa la transferencia de 4 electrones y 4 

protones al O2 y con ello la formación de H2O (Benzi, G. 1995). Por tanto, la 

citocromo c oxidasa perteneciente al complejo IV de la cadena respiratoria no 

produce este radical. Además, exhibe cierta actividad superóxido dismutasa. Sin 

embargo, otros elementos de la cadena de transporte electrónico mitocondrial 

tienen la capacidad de transferir un electrón directamente al O2, pero por el 

contrario no son capaces de retener el ión superóxido formado (Benzi, G. 1995). 

Así pues, se produce •O2-, que puede dismutar a su vez generando peróxido de 

hidrógeno, el cual es capaz de atravesar las membranas y salir al citoplasma, 

donde puede reaccionar con otras especies formando diversos tipos de radicales 

libres (Boveris, A. 1972). La producción mitocondrial del peróxido de hidrógeno 

fue inicialmente descrita por Jensen en 1966 (Jensen, P.K. 1966). Estudios 

posteriores demostraron que la mayor parte del peróxido de hidrógeno 

mitocondrial, procedía de la dismutación del radical superóxido (Boveris, A. 

1972). 

Se ha estimado que se producen del orden de 1010 moléculas de •O2- por célula y 

por día (Ames, B.N. 1993). Los procesos de formación de anión superóxido son 

una serie de reacciones no enzimáticas cuya velocidad aumenta linealmente con la 

concentración de oxígeno presente en el medio. Utilizando mitocondrias aisladas 

se puede determinar experimentalmente el consumo de oxígeno por la 

mitocondria, fenómeno denominado Control Respiratorio (ver figura 1.21). En 

ausencia de sustrato o de ADP, el consumo de oxígeno causado por la oxidación de 

sustratos endógenos es bajo. Este estado respiratorio se define como estado 1. 

Añadiendo un sustrato oxidable, como glutamato o malato, este consumo aumenta 

levemente (estado 2). 



                                                                                                                                      Introducción  

P
ág

in
a6

3
 

 
Figura 1.21 Control respiratorio mitocondrial. 

El estado 3 de la cadena de respiración mitocondrial se define como el consumo 

de oxígeno en presencia de sustrato y ADP, es decir, cuando tiene lugar transporte 

de electrones y síntesis de ATP. El estado 4 se alcanza cuando el ADP ha sido 

consumido, y el gradiente electroquímico generado por la cadena de transporte 

electrónico no puede ser empleado en sintetizar ATP. El mantenimiento del 

Control Respiratorio depende de la integridad de la membrana mitocondrial, si 

ésta recibe algún daño, se desacopla el transporte de electrones y la síntesis de 

ATP. Las mitocondrias que consumen la misma cantidad de oxígeno en estado 3 

que en estado 4 están desacopladas (Rickwood, R. 1987a). 

La producción mitocondrial de especies reactivas de oxígeno aumenta cuando el 

aporte de sustratos a la cadena de transporte electrónico mitocondrial excede la 

demanda energética, es decir, en condiciones cercanas al estado 4, en las cuales el 

cociente ATP/ADP es elevado. En estas condiciones, aumentan la presión parcial 

de O2 y el grado de reducción de los transportadores redox de los complejos I, II, y 

III, con el consiguiente incremento de la producción de especies reactivas de 

oxígeno. Así pues, el estado reducido de los elementos redox de los complejos I y 

III también contribuyen al aumento de la velocidad de generación de •O2- 

(Skulachev, V.P. 1996). Puesto que se postula que las mitocondrias se encuentran 

en un estadío intermedio entre el estado 3 y el estado 4 (Brand, M.D. 1987), la 

generación de especies reactivas de oxígeno por los complejos I y III puede ser de 

gran importancia en el envejecimiento mitocondrial.  
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Experiencias in vitro demuestran que formas solubles de la semiquinona son 

capaces de producir O2-• por autooxidación en medios oxigenados, por lo que se 

propuso que la ubisemiquinona mitocondrial era una de las fuentes de ion 

superóxido (Cadenas, E. 1977). Sin embargo, consideraciones termodinámicas 

descartan un papel directo de la dismutación de la ubisemiquinona en la 

producción de este radical in vivo, porque el ciclo redox de la ubiquinona tiene 

lugar enteramente en la fase apolar de la membrana, y en tales condiciones la 

autooxidación de las quinonas se ve desfavorecida (Benzi, G. 1995). La 

ubisemiquinona, en cambio, podría estar implicada en la formación de HO• a 

partir de H2O2. Puesto que el peróxido de hidrógeno puede atravesar fácilmente 

las membranas biológicas puede entrar en contacto con la ubisemiquinona y 

producirse la reacción siguiente (Boveris, A. 1972): 

Q- + H2 O2 → Q + 2HO-  

1.4.3 Otras acciones de las mitocondrias 

Se sabe que la mitocondria desempeña un papel importante en la regulación de la 

supervivencia celular y la apoptosis (Nilsen, J. 2006) modulando la homeostasia 

del calcio intracelular, por ejemplo, además de ser la central metabólica para la vía 

de los ácidos grasos, ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la urea, biosíntesis de 

aminoácidos, purinas, esteroides, etc. Por lo tanto el contenido mitocondrial y la 

actividad de la cadena respiratoria es susceptible de ser regulada en función de las 

condiciones celulares. De modo que deberían responder a los distintos cambios 

fisiológicos producidos tanto por hormonas, como por factores de crecimiento, 

cambios en la actividad fisiológica, etc. 

1.5 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y ESTRÉS OXIDATIVO 

La EA no tiene una etiología perfectamente definida. Una de las hipótesis es la que 

la relaciona con el estrés oxidativo. A través de las moléculas relacionadas con la 

EA, como el βA y los NFT se generaría estrés oxidativo, que sería el agente que 

realmente estaría provocando la EA (Perry, G. 1998). La acumulación progresiva 

del daño oxidativo a lo largo de los años podría explicar que la progresión de la EA 

vaya asociada al envejecimiento. 

Todas las biomoléculas que forman los seres vivos son susceptibles de ser 

atacadas por los radicales libres. Se ha comprobado el daño en proteínas, lípidos, 

ácidos nucleicos y glúcidos (Stadtman, E.R. 1993; Levine, R.L. 1994). La oxidación 

en sitios como el núcleo hace que el DNA sea más susceptible de recibir un daño, 

con las consecuencias que conlleva. Si se daña el DNA puede haber una pérdida de 

funcionalidad en la célula, cambios que repercutirán también en las células 

formadas a partir de la dañada. También es importante el daño al DNA 
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mitocondrial, ya que la mitocondria como principal productora de radicales libres 

es fundamental para entender el estrés oxidativo. 

1.5.1 Daño a biomoléculas 

Las proteínas son una de las principales biomoléculas diana de los radicales libres. 

Los grupos carbonilo que se detectan en pacientes con EA son una confirmación 

del daño oxidativo que reciben. La detección en hipocampo de pacientes con EA 

(figura 1.22) reveló que la oxidación proteica que sufren está ligada a los ovillos 

neurofibrilares, citoplasma, y núcleo de las neuronas y de células de la glía (Smith, 

M.A. 1996). 

 

Figura 1.22 Grupos carbonilo (flechas: ovillo neurofibrilar; cabeza de flecha: 

citoplasma; cabeza de flecha pequeña: núcleo) en hipocampo de pacientes con 

EA. Tomado de (Smith, M.A. 1996). 

El daño oxidativo a lípidos se ha observado también en el cerebro de pacientes 

con EA. A través de la medida del hidroxinonenal se ha observado una clara 

relación entre este daño y los ovillos neurofibrilares (figura 1.23) (Sayre, L.M. 

1997). 
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Figura 1.23 Daño oxidativo a lípidos en cerebro de pacientes con EA. A: paciente 

de EA; B: paciente control. Tomado de (Sayre, L.M. 1997). 

El daño oxidativo a proteínas y lípidos puede ser debido también a la formación 

de los AGEs, que está mediada por reacciones de oxidación. El principal AGE que 

se acumula in vivo es el N-carboximetil-lisina, y se detecta en la EA al igual que su 

precursor el hexitol-lisina. Lo podemos ver asociado a los ovillos neurofibrilares 

(figura 1.24). Su formación se debe tanto a reacciones de glicosilación como a 

reacciones de lipoperoxidación (Castellani, R.J. 2001). 

 

Figura 1.24 AGEs en la EA. A: N-carboximetil-lisina en la EA; B: hexitol-lisina en 

la EA; C: paciente control. Tomado de (Castellani, R.J. 2001). 

El daño oxidativo a ácidos nucleicos también parece estar relacionado con lo que 

hemos comentado. La 8-hidroxidesoxiguanosina (8HdG) y 8-hidroxiguanosina 

(8HG) son marcadores de daño al DNA y RNA respectivamente. Su detección en 

tejido cerebral ha permitido comprobar que existen niveles más elevados en casos 
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de EA que en casos sin ninguna patología neurodegenerativa asociada (figura 

1.25). También más daño al RNA que al DNA, ya que el RNA está localizado en el 

citoplasma, lo que es compatible con que la principal fuente de estrés oxidativo en 

la EA es la mitocondria (Nunomura, A. 1999). 

 

Figura 1.25 Daño oxidativo a ácidos nucleicos en hipocampo de pacientes con 

EA. C: paciente de EA; D: paciente control. Tomado de (Nunomura, A. 1999). 

No obstante, se ha visto que con la formación de las placas los niveles de 8HG 

disminuyen, sugiriendo un posible efecto antioxidante (Odetti, P. 1998). La 

hipótesis para tratar de explicarlo es que se agruparía el βA extracelularmente, 

liberando así a las células del estrés oxidativo que provoca el péptido, y evitando 

las complicaciones intracelulares asociadas al estrés oxidativo que provoca. 

1.5.2 Relación del β-amiloide con el estrés oxidativo asociado a la 

enfermedad de Alzheimer 

El βA es neurotóxico. La toxicidad se da de forma intracelular, de manera que las 

placas de βA por sí mismas no parecen ser las causantes del estrés oxidativo 

observado, ya que son extracelulares. Es el βA intracelular el que tiene un efecto 

directo sobre las mitocondrias, tal y como se ha sugerido en multitud de trabajos 

(Lustbader, J.W. 2004; Reddy, P.H. 2005; Chen, J.X. 2010; Viña, J. 2010). Actúa 

bloqueando la cadena de transporte de electrones, inhibiendo el complejo IV, con 

el consiguiente aumento del radical O2- (Morais Cardoso, S. 2002). Al entrar en 

acción la SOD para detoxificarlo también producirá a su vez un aumento en la tasa 

de producción de peróxido de hidrógeno, que asimismo es una fuente de radicales 

libres (Lloret, A. 2008). Estos radicales, a su vez aumentarán el daño oxidativo a 

los distintos componentes celulares, hasta el punto en que la célula dejará de ser 

funcional, y sufrirá un proceso apoptótico. 

La presencia de grupos hemo está relacionada con la cadena de transporte 

electrónico. La inhibición de estos grupos por parte del βA sería el motivo por el 
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cual la cadena de transporte electrónico deja de funcionar correctamente 

(Atamna, H. 2004). 

El βA provoca una serie de acciones que van a llevar a una situación de estrés 

oxidativo. Se comprueba al ver que aumenta la oxidación y nitratación de 

proteínas mitocondriales, y promueve la liberación de citocromo C, otro marcador 

de estrés oxidativo (Lloret, A. 2008). 

1.5.3 Relación de p38 con el estrés oxidativo asociado a la 

enfermedad de Alzheimer 

Las MAP quinasas son enzimas encargadas de la fosforilación que permitirá 

mantener la estructura de los microtúbulos de la célula. Por tanto su 

funcionamiento estará implicado en la fosforilación de tau. Tiene una importancia 

mayor la quinasa p38 (Reynolds, C.H. 1997; Cuenda, A. 2007), considerada un 

marcador de estrés oxidativo (Dolado, I. 2007), porque se activa en respuesta a 

situaciones de estrés oxidativo como una medida antioxidante. Los niveles altos 

de p38 indican que hay fosforilación de tau, lo que es una posible explicación para 

la formación de NFT mediada por el estrés oxidativo. 

El βA también está relacionado con p38. Como hemos comentado antes, el βA 

induce a las mitocondrias a la producción de radicales libres (Morais Cardoso, S. 

2002), y también lleva asociada la expresión de p38 de forma dependiente de la 

concentración del péptido. También se relaciona a la inversa, la inhibición de la 

expresión de p38 disminuye la toxicidad del βA (Zhu, X. 2005). La inhibición de la 

ruta de las MAP quinasas previene la muerte celular provocada por el βA (Valles, 

S.L. 2008).  

Todo esto nos sugiere que la MAP quinasa p38 juega un papel fundamental en la 

regulación de los efectos del βA asociados al estrés oxidativo. 

1.6 POSIBLES TRATAMIENTOS PARA LA ENFERMEDAD 

DE ALZHEIMER: BEXAROTENO Y FITOESTRÓGENOS 

1.6.1 Bexaroteno y enfermedad de Alzheimer 

Este medicamento se usa principalmente en el tratamiento del linfoma cutáneo de 

células T (Vademécum 2003). Poco se ha investigado relativo a la EA. La relación 

se desprende a partir de un artículo de reciente publicación (Cramer, P.E. 2012), 

en el que se demuestra que el tratamiento con bexaroteno es beneficioso para 

aliviar la patología amiloidea en modelos animales para la EA. 
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La importancia que se le puede atribuir se debe a que es un agonista del receptor 

retinoide X (RXR), el cual funciona formando un dímero con el receptor activado 

de proliferación de los peroxisomas γ (PPARγ), que hace que se sobreexprese la 

apolipoproteína E. Esta sobreexpresión induce la degradación del βA (Jiang, Q. 

2008), y con ello induce una mejora de la cognición (Cramer, P.E. 2012). 

1.6.2 Fitoestrógenos y enfermedad de Alzheimer 

Los fitoestrógenos se han definido como cualquier sustancia vegetal o metabolito 

que induce respuestas biológicas en vertebrados y pueden imitar o modular la 

acción de los estrógenos endógenos, por lo general mediante la unión a receptores 

de estrógeno (Shemesh, M. 1972; Verdeal, K. 1980; Madej, A. 2002). Este hecho 

puede ser debido, como se puede apreciar en la figura 1.26, a la gran similitud en 

sus estructuras químicas (Fowler, M.E. 1983). Tienen la particularidad de que una 

dieta rica en fitoestrógenos  o un tratamiento farmacológico no tienen efecto 

feminizante en la población masculina (Messina, M. 2010). 

Los fitoestrógenos son compuestos fenólicos, y en los alimentos se pueden dividir 

en dos grupos. Por un lado, los flavonoides que se subdividen en isoflavonas, 

coumestanos y flavonoides prenilados. En segundo lugar, los no flavonoides, que 

comprenden los lignanos (tabla 1.5) (Sunita, P. 2011). El grupo más estudiado son 

las isoflavonas, principalmente, las derivadas de la soja como son: genisteína y 

daidzeína (Fukutake, M. 1996; Bingham, S.A. 1998). Aunque otras legumbres 

como los garbanzos y guisantes verdes también contienen isoflavonas, los niveles 

están por lo menos 2 órdenes de magnitud por debajo de los que se encuentran en 

la soja (Liggins, J. 2000). 

 
Figura 1.26 Similitud estructural entre el β-estradiol y la genisteína. 

 

 

Genisteína

17β-estradiol 
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Grupo Compuestos Alimentos 

Lignanos 
Enterodiol 

Enterolactona 

Granos enteros 

Cereales 

Lentejas 

Isoflavonas 

Genisteína 

Daidzeína 

Equol 

Granos de soja 

Harina de soja 

Tofú 

Cumestanos 
4’-cumestrol 

Metoxycumestrol 

Alfalfa 

Coles 

Tabla 1.5 Clasificación y origen de los principales fitoestrógenos. 

Las isoflavonas son sin duda las que mayor interés despiertan del grupo de los 

fitoestrógenos. Casi todos los datos conocidos sobre los fitoestrógenos provienen 

del estudio de las isoflavonas, especialmente de la genisteína y la daidzeína, que 

son sus representantes más importantes. 

1.6.3 Epidemiología 

Existen varios estudios epidemiológicos y experimentales que demuestran que el 

alto contenido de soja en la dieta está asociado a una menor incidencia de ciertas 

patologías, como son la enfermedad cardiovascular, algunos cánceres 

hormonodependientes, como el de mama, endometrio, próstata y colon, la 

sintomatología climatérica, la osteoporosis, y las alteraciones del ciclo menstrual 

(Adlercreutz, H. 1984; Setchell, K.D. 1984; Cassidy, A. 1994; Messina, M.J. 1994; 

Adlercreutz, C.H. 1995; Barnes, S. 1998; Lissin, L.W. 2000; Adlercreutz, H. 2002; 

Ma, D.F. 2008). 

Estos estudios han comparado la dieta occidental con la dieta oriental, 

especialmente la de Japón y otros países asiáticos, encontrando que el consumo de 

de isoflavonas es significativamente mayor en estos países (Adlercreutz, H. 1990). 

Los asiáticos consumen de 20 a 80 mg de genisteína por día en la dieta habitual, 

por el contrario, el promedio de americanos ingiere sólo de 1 a 3 mg por día 

(Barnes, S. 1995). Al determinar la concentración de lignanos e isoflavonas en 

plasma y orina, se ha encontrado relación entre las bajas concentraciones de estos 

compuestos y la mayor incidencia y prevalencia de las enfermedades 

anteriormente citadas (Adlercreutz, H. 1993; Adlercreutz, H. 1997; Shoff, S.M. 
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1998). Esto se ve reforzado aún más cuando descubren que inmigrantes 

japoneses en los Estados Unidos, que cambian sus hábitos dietéticos y al cabo del 

tiempo igualan su riesgo con respecto a la población general (Yamamoto, S. 2003). 

Todo esto indica un claro efecto beneficioso de la dieta rica en fitoestrógenos en la 

salud. 

1.6.4 Mecanismo de acción 

Debido a su similar estructura química al 17β-estradiol, tienen la capacidad de 

unirse a los receptores estrogénicos (Setchell, K.D. 2001) siendo mayor su 

afinidad por el ER-β que por el ER-α (Kuiper, G.G. 1998). En este punto pueden 

actuar como agonistas o antagonistas estrogénicos (Bingham, S.A. 1998). Además, 

los fitoestrógenos pueden ejercer sus efectos por una vía no hormonal. Así pues, 

los mecanismos de acción de estos compuestos se pueden dividir en dos, 

dependiendo de si son hormono-dependientes (mediados por receptor 

estrogénico) o no hormonales (independientes de receptor estrogénico) (Magee, 

P.J. 2004). 

De estos posibles mecanismos de acción de los fitoestrógenos, tenemos por una 

parte que su actividad estrogénica se cree que es responsable de la mayoría de sus 

efectos beneficiosos sobre los procesos hormono-dependientes. Procesos como la 

reducción de la pérdida de la masa ósea asociada a la osteoporosis, la mejoría de 

los síntomas menopáusicos y la reducción de los niveles de LDL en plasma 

(Kuiper, G.G. 1997; Tikkanen, M.J. 1998). Por otro lado, también se han descrito 

algunos de sus efectos no relacionados con los receptores estrogénicos. Estos 

efectos incluyen su actividad antiproliferativa, inhibición de la tirosin kinasa C, 

ADN topoisomerasa II, actividad antioxidante, inhibición de la angiogénesis y la 

inhibición de la prostaglandin sintasa (Akiyama, T. 1987; Degen, G.H. 1990; Fotsis, 

T. 1993; Markovits, J. 1995; Wei, H. 1995; Arora, A. 1998). 

1.6.5 Fitoestrógenos como antioxidantes 

A los fitoestrógenos se les han atribuido funciones antioxidantes ya que se ha 

visto que las isoflavonas de soja son capaces de reducir el estrés oxidativo y 

mejorar parámetros relacionados con el envejecimiento (Mahn, K. 2005; Borras, C. 

2006; Azadbakht, L. 2007; Hsieh, H.M. 2009). 

Se ha demostrado que el consumo de soja en animales, o el tratamiento con 

genisteína en células, tiene la capacidad de frenar la producción de radicales 

libres, además de sobreexpresar genes antioxidantes, como los que codifican para 

las enzimas catalasa, superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y reductasa 
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(Wiseman, H. 2000; Sierens, J. 2001; Adlercreutz, H. 2002; Mahn, K. 2005; Vina, J. 

2005; Borras, C. 2006). 

Por tanto, pueden constituir una alternativa interesante a las terapias hormonales 

sustitutivas, debido a los grandes efectos beneficiosos que se le atribuyen y muy 

pocos efectos perjudiciales (Vina, J. 2011). 

1.6.6 Relación con la enfermedad de Alzheimer 

Hay pocos estudios que relacionen la EA con los fitoestrógenos en humanos. Se ha 

hipotetizado que la dieta puede ser un factor muy importante (Berrino, F. 2002), 

pero no está demostrado que sea así. Se cree que los fitoestrógenos administrados 

a través de la dieta, como la soja y el vino, pueden mejorar las capacidades 

cognitivas, pero no está demostrado en humanos (Lee, Y.B. 2005; Karvaj, M. 

2007). En relación a pacientes con EA no está claro la relación entre las 2 cosas ni 

si reduce el riesgo de padecer dicha enfermedad. 

La cantidad de factores (alimentación, tabaco, nivel sociocultural…) a los que está  

expuesta una persona con riesgo de padecer EA hacen que sea muy difícil 

concretar el papel de la dieta.  

La capacidad antioxidante de los fitoestrógenos les confiere la facultad de 

proteger frente al estrés oxidativo que se asocia a la EA. En diversas hipótesis se 

ha sugerido que la causa de la EA es el estrés oxidativo (Smith, M.A. 1996; Perry, 

G. 1998; Viña, J. 2007), de manera que la prevención de este daño  frenaría la 

progresión de la EA. 

En modelos animales sí que se ha demostrado que la dieta rica en isoflavonas 

puede ser beneficiosa, revirtiendo los déficits cognitivos y aumentando la 

capacidad antioxidante (Hsieh, H.M. 2009; Bansal, N. 2010). No está claro si son 

las isoflavonas en general o si es en concreto alguna de ellas. Hay evidencia a favor 

de las isoflavonas en general en experimentos in vitro (Pan, M. 2012), donde se ve 

que tanto la  daidzeína como la genisteína tienen efectos neuroprotectores y 

ayudan a la proliferación neuronal. Como se ha visto en (Westmark, C.J. 2013) la 

daidzeína puede ser perjudicial, no así la genisteína, aumentando los trastornos 

del comportamiento. La genisteína protege frente a la toxicidad inducida por el βA 

(Luo, S. 2012), y experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio, indican que 

la genisteína podría prevenir la aparición de la EA al prevenir la formación de 

radicales libres por la mitocondria y protegerla de la toxicidad del βA (Vina, J. 

2007; Valles, S.L. 2008). Experimentos in vivo en modelos animales indican que la 

administración de genisteína mejora la cognición y ayuda a eliminar el βA del 

cerebro, eliminando este péptido del sistema nervioso se reduce  el estrés 
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oxidativo y ayudará a reducir el daño neuronal (Bagheri, M. 2011; Bagheri, M. 

2012). 

1.7 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONSUMO DE 

GLUCOSA CEREBRAL 

1.7.1 Tomografía por emisión de positrones. 

La Tomografía por Emisión de Positrones (PET) es una técnica de medicina 

nuclear con características claramente diferenciadas respecto a otros métodos de 

diagnóstico por la imagen. La información que proporciona la PET es de tipo 

molecular, constituyendo un perfecto complemento de otras técnicas de imagen, 

tanto funcionales (SPECT, Single Photon Emission Computed Tomography) como 

morfoanatómicas (RMN, TAC, RX convencional, etc.). Al poder incorporar 

trazadores a cualquier sustrato biológico permite estudiar y cuantificar 

regionalmente fenómenos biológicos, fisiológicos, bioquímicos y farmacológicos, 

de forma inocua en la práctica clínica habitual. 

Sus principales indicaciones tienen su ámbito dentro de la oncología (Chen, W.P. 

2005), la neurología (Kepe, V. 2006) y la cardiología (Goodman, M.M. 1981), 

aunque se está incrementando su uso en investigación y desarrollo de nuevos 

fármacos, genética, etc. (Gambhir, S.S. 1998). 

En la fisiopatología de todas las enfermedades, las alteraciones metabólicas son 

más precoces que los cambios anatómicos, por lo que disciplinas como la biología 

molecular y los métodos de imagen metabólica (entre los que se incluye la PET), 

deben indicar la presencia de determinadas enfermedades con más precocidad 

que las técnicas de estudio anatómicas, como la tomografía axial computerizada 

(TAC) o la resonancia magnética (RM). 

La PET utiliza moléculas marcadas con isótopos radioactivos, administradas a 

pacientes in vivo para su posterior detección externa, representando en imágenes 

la distribución corporal de dichas moléculas. Este mismo principio es aplicado, 

igualmente, en equipos diseñados específicamente para animales de investigación. 

La molécula más comúnmente utilizada es la flúor-2- deoxi-D-glucosa (FDG) 

marcada con F18. La FDG es un análogo de la glucosa. Tanto la glucosa como la 

FDG atraviesan la barrera hematoencefálica y entran fácilmente en las células 

empleando los transportadores de glucosa. Tras su entrada, ambos compuestos 

inician la vía glicolítica siendo la FDG fosforilada a FDG-6-fosfato por la 

hexoquinasa. La presencia del átomo de flúor, sustituyendo al grupo OH en el 

carbono 2 de la molécula de glucosa, impide su isomerización a fructosa- 6-

fosfato, por lo que la FDG no participa ni en la glucólisis ni en la síntesis de 
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glucógeno. Queda atrapada en el interior de la célula tras ese primer paso de la 

glucolisis y la retención de FDG-6-fosfato es proporcional al consumo tisular de 

glucosa. Se muestra el fundamento metabólico para el uso de la FDG en la figura 

1.27. 

 

Figura 1.27 Metabolismo de la FDG y glucosa. 

1.7.2 Relación con la Enfermedad de Alzheimer 

En el diagnóstico de la EA se requiere demostrar la existencia de deterioro 

cognitivo crónico y progresivo en pacientes adultos o ancianos, sin otras causas 

subyacentes que puedan explicar este fenómeno. Sin embargo, utilizando este 

criterio clínico es difícil diferenciar entre enfermedad de Alzheimer y otras causas 

de deterioro, como el deterioro cognitivo leve (DCL) en etapas tempranas de la 

enfermedad. Por eso, las imágenes funcionales de cerebro obtenidas en técnicas 

como la PET son tan útiles para establecer el diagnóstico diferencial (Newberg, A. 

2002). 

En los primeros estudios con PET en pacientes con enfermedad de Alzheimer, se 

observó que éstos presentaban una disminución global del metabolismo de la 

glucosa del orden de 20 a 30% con relación a los controles de edad equivalente 

(Newberg, A. 2002). En otros estudios se observó además del hipometabolismo 

global, un mayor compromiso bilateral de la región temporo-parietal (Bonte, F.J. 

1990).  

El volumen del hipocampo con resonancia magnética y el metabolismo de la 

glucosa de la región entorrinal con PET-FDG son dos excelentes marcadores para 

diferenciar entre ancianos sanos y con DCL. Sin embargo, para diferenciar entre 
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pacientes con DCL y EA es mejor la región neocortical temporal (De Santi, S. 

2001). 

En la siguiente figura podemos ver las reducciones metabólicas progresivas en el 

hipocampo (flechas rojas) y en la corteza temporal (flechas blancas). Se pasa de 

un estado normal a un estado de EA pasando por un estado intermedio 

considerado como deterioro cognitivo leve (DCL).  

 

 Figura 1.28 Reducciones metabólicas progresivas en el hipocampo. 

Esto es lo que se denomina el patrón típico de la enfermedad de Alzheimer y 

puede ser especialmente pronunciado en pacientes menores de 65 años.  El 

patrón crítico descrito es altamente predictivo de esta enfermedad, sin embargo, 

no es exclusivo: puede verse en enfermedad de Parkinson, hematoma subdural 

parietal bilateral, infarto parietal bilateral y radioterapia parietal bilateral 

(Mazziotta, J.C. 1992).  

Así, recientemente se están usando diferentes moléculas buscando más 

especificidad para este deterioro cognitivo y no solamente FDG. Se han sintetizado 

ya moléculas que no son marcadores del consumo de glucosa cerebral, si no que 

se trata de  marcadores de la acumulación de A. Una de estas moléculas es un 

derivado de la tioflavina-T (PIB), y otra molécula es 2-(1-{6-[2-18F 

fluoroetil)(metil)amino]-2-naftil}etiliden)malonitrilo (18F FDDNP), que además de 

unirse a A también se une a la proteína tau, facilitando así la obtención de un 

diagnóstico diferencial. 





 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2      OBJETIVOS





                                                                                                                                             Objetivos  

P
ág

in
a7

9
 

El objetivo principal de la presente tesis es estudiar el estrés oxidativo hepático y 

los efectos del tratamiento con bexaroteno y/o genisteína asociados a la 

enfermedad de Alzheimer en un modelo animal. 

Tenemos una serie de objetivos concretos que nos ayudarán a la consecución del 

objetivo principal: 

1. Estudio del estrés oxidativo hepático en el ratón APPswe/PS1dE9 en 

comparación con ratones wild type en distintas edades y en ambos sexos, 

medido como: 

 Determinación de la producción mitocondrial de peróxido de 

hidrógeno. 

 Determinación de los niveles de carbonilación proteica. 

 Determinación de los niveles de malondialdehído. 

2. Caracterización del consumo cerebral de glucosa en el ratón 

APPswe/PS1dE9 en comparación con ratones wild type en distintas 

edades y en ambos sexos. 

3. Determinación de la vía que comunica el sistema nervioso y el hígado en 

ratones APPswe/PS1dE9 en comparación con ratones wild type, machos y 

en distintas edades, medida como: 

 Determinación de niveles del transportador LRP1 en hígado y 

cerebro. 

 Determinación de niveles del transportador RAGE en cerebro. 

 Medida de la concentración en sangre de beta-amiloide 40. 

4. Determinación de los efectos agudos del tratamiento con bexaroteno y/o 

genisteína sobre la concentración de beta-amiloide 40 y 42 en cerebro de 

ratones hembra APPswe/PS1dE9 ovariectomizadas. 

5. Determinación de los efectos agudos del tratamiento con bexaroteno y/o 

genisteína sobre las placas amiloideas en cerebro de ratones hembra 

APPswe/PS1dE9 ovariectomizadas, medidos como: 

 Número de placas amiloideas. 

 Área de las placas amiloideas. 

 Tamaño de las placas amiloideas. 

6. Determinación de los efectos agudos del tratamiento con bexaroteno y/o 

genisteína sobre la concentración de beta-amiloide 40 en sangre de 

ratones hembra APPswe/PS1dE9 ovariectomizadas. 

7. Determinación de los efectos agudos del tratamiento con bexaroteno y/o 

genisteína sobre el mecanismo de eliminación del beta-amiloide en 

cerebro de ratones hembra APPswe/PS1dE9 ovariectomizadas, medido 

como: 

 Niveles del factor de transcripción PPARγ. 
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 Niveles de la apolipoproteína E. 

8. Determinación de los efectos agudos del tratamiento con bexaroteno y/o 

genisteína sobre los niveles de transaminasas en sangre de ratones 

hembra APPswe/PS1dE9 ovariectomizadas, medidas como: 

 Niveles de gamma-glutamil transpeptidasa. 

 Niveles de glutamato-oxalacetato transaminasa. 

 Niveles de glutamato-piruvato transaminasa. 
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3.1 MATERIAL 

3.1.1 Animales de experimentación 

Los animales que utilizamos son los ratones doble transgénicos APPswe/PS1dE9 

para la EA (Jankowsky, J.L. 2004) cuya cepa de origen es C57BL/6J. Los animales 

fueron comprados a los laboratorios Jackson (Estados Unidos), 

(http://jaxmice.jax.org/strain/004462.html) y criados en el animalario de la 

Facultad de Medicina de la Universitat de València. 

Este animal tiene insertados 2 transgenes. Uno es un híbrido entre ratón y 

humano para la APP (Mo/HuAPP695swe), y que engloba las mutaciones humanas 

“suecas” K595N/M596L. El otro es un alelo mutante para la PS1 humana (PS1-

dE9) que es una deleción para el exón 9. Ambos están vehiculados para que se 

expresen en el sistema nervioso central.  

Las dos mutaciones están asociadas al desarrollo de la EA de forma temprana en 

humanos. La mutación Mo/HuAPP695swe hace que se sobreexprese la proteína 

APP, lo que facilita el camino para la β-secretasa codificada por la PS1-dE9, 

encargada de cortarla y formar el βA (ver apartado 1.1.3.1 de la introducción). Los 

2 genes se expresan de manera conjunta, ya que se insertan juntos en hemizigosis 

en los cromosomas autosómicos del ratón, y se regulan por el mismo promotor en 

el ratón, de forma que se comportan como si se tratara de un solo locus. 

El fenotipo que desarrollan les hace padecer una serie de particularidades 

relacionadas con la enfermedad de Alzheimer en humanos: 

 Depósitos de βA, que se pueden observar en el hipocampo a partir de los 6 

meses de edad. 

 Placas de βA en todo el cerebro a partir de los 9 meses. Ocasionalmente 

pueden encontrarse depósitos en el cerebro a los 6 meses. 

 El ratio del péptido βA de 40:42 aminoácidos es de 1:2 en el sistema 

nervioso central. 

La colonia se mantiene cruzando ratones wild type con ratones transgénicos, de 

forma que la descendencia sea siempre hemizigota para los 2 genes. Se estabulan 

machos y hembras por separado, excepto en los casos en que deban estar en cruce 

para mantenimiento de la colonia. Viven con un ciclo circadiano de 12 horas de luz 

8:00-20:00 y 12 de oscuridad 20:00-08:00. Los ratones dispusieron de agua y 

comida ad libitum. 

El diseño de los experimentos fue presentado y aprobado por el comité de ética de 

la Universitat de València, con el código A134807222326. 
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3.1.2 Aparatos 

 Balanzas: 

o Balanza de precisión Sartorius, modelo 6110 balance, sensibilidad 

0.0001 g. 

o Balanza de precisión Sartorius, modelo Aculab,  sensibilidad   

0.0001 g. 

o Balanza Gram precision, modelo AHZ, sensibilidad 0,01 g. 

 Centrífugas: 

o Centrífuga Hettich, rotina 35 R para eppendorfs. 

o Centrífuga Thermo scientific, Sorvall legend XTR. 

o Centrífuga Sigma, 1-14. 

 Espectrofotómetro: 

o Espectrofotómetro Cecil, CE3021, 3000 series. 

o Espectrofotómetro de placas Molecular Devices, espectramax plus 

384. 

 Sistema de purificación de agua: 

o Marca MILLIPORE, modelos Milli-Q y Milli-R. 

o Marca Elga, purelab flex. 

 pHmetro: 

o Marca Crison, pHmeter, GLP21. 

 Fluorímetro: 

o Marca Perkin Elmer, modelo LS 50B. 

 Homogeneizador: 

o Marca IKA-WERK, modelo Janke y Kunkel RW 20 DZH. 

 Cubetas de electroforesis: 

o Cubeta de la casa BIO-RAD. 

 Fuentes de alimentación de electroforesis: 

o Marca BIO-RAD, modelo PowerPac Basic. 

 Dispositivo fotográfico: 

o Sistema fotográfico marca Polaroid, modelo MP 4+. 

o Image quant LAS 4000, GE-Healthcare Bio-Sciences. 

 Equipo de Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC): 

o Cromatógrafo DIONEX modelo Ultimate 3000, compuesto por los 

siguientes elementos: 

 Bomba. 

 Autoinyector. 

 Detector UV. 

 Detector de fluorescencia RF 2000. 

 Controlador del equipo: software Chromoleon. 

 Columna DIONEX Acclaim Polar advantage. C16 5μm 120 

A, 4.6x150mm. 
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 Campana de gases: 

o Marca Crumair, 1100-G A.                                                                                 

o Marca Burdinola, OR-ST 1200. 

 Baño seco: 

o Marca Stuart, Block heater, SBH 130 D. 

 Agitador magnético: 

o Marca Stuart, Hotplate stirrer, SB 162-3. 

 Sonicador: 

o Marca MSE. 

 Baño caliente: 

o Marca Clifton, modelo shaking bath, con agitación regulable. 

 Congeladores: 

o -80ºC marca Revco, modelo ultima II. 

o -80ºC marca Platinum 500. 

o -20ºC marca Liebherr, modelo Comfort Nofrost. 

o 2-4ºC Nevera Lynx. 

3.1.3 Reactivos 

 Determinación de proteínas: 

o Se empleó el “Protein ASSAY Kit” de Sigma-Aldrich Química, que 

contiene el reactivo de Lowry y el reactivo de Folin. 

 Proteínas carboniladas: 

o Kit OxyBlot protein oxidation detection kit de Millipore. 

 ELISA: 

o Kits “Human Aβ40 ELISA” (ref. KHB3481) y “Human Aβ42 ELISA” 

(ref. KHB3441) de invitrogen. 

 Enzimas: 

o Peroxidasa de rábano, Roche 10108090001. 

o 18F-Fluorodesoxiglucosa (18F-FDG). 

 Anestesia: 

o Isofluorano. 

 Analgesia: 

o Buprenorfina y meloxicam. 

 Bexaroteno. 

 Genisteína, Sigma ref: G 6649. 

 El resto de reactivos se obtuvieron de los laboratorios: Sigma-Aldrich 

Química (España), Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Molecular 

Probes, Panreac, Merck Biochemica (Alemania). 
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3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Técnicas quirúrgicas 

3.2.1.1 Sacrificio de los animales 

Los animales se sacrificaron entre las 9:00 y 10:00 horas de la mañana del día 

correspondiente. El sacrificio se realizó por dislocación cervical del animal, sin 

utilizar ninguna sustancia anestésica y/o tranquilizante. 

3.2.1.2 Extracción y conservación de muestras 

Una vez sacrificado el animal, se procedió inmediatamente a la recogida de la 

mayor cantidad posible de sangre en un tubo con anticoagulante, heparina o 

EDTA, según que parámetro se vaya a medir, heparina para medir GSH y GSSG, y 

EDTA para medir MDA. En el caso de la recogida de suero no se utilizó ningún tipo 

de anticoagulante. 

El volumen de sangre recogido se centrifugó a 1500g durante 10 minutos a 

temperatura ambiente para obtener el plasma o suero. Seguidamente, éste se 

congeló en alícuotas a –80 ºC para posteriores determinaciones. 

A continuación, se procedió a la apertura del cráneo, para la extracción del 

cerebro, distinguiendo entre hipocampo y el resto del cerebro, y cerebelo. A 

continuación apertura de la cavidad abdominal para extraer el resto de órganos 

de interés de los animales, como el hígado, bazo, corazón, pulmones, riñones, la 

aorta y el músculo gastrocnemio. Para aislar mitocondrias se usó tejido fresco, ya 

que la congelación hace que se destruyan las estructuras biológicas y no serían 

funcionales. El resto de los órganos fueron congelados inmediatamente mediante 

la técnica del freeze-clamping en nitrógeno líquido a -189ºC para su posterior 

conservación a –80º C. 

3.2.1.3 Ovariectomía 

La ovariectomía se realizó de la siguiente forma (figura 3.1): se administró 

buprenorfina (0.2 mg/kg) como analgésico intraoperatorio. Se anestesió el animal 

con isofluorano al 5%, y al 2% para mantenerla durante la operación. Se 

inmovilizó sobre el dorso y se practicó una incisión de 1 cm en el cuadrante 

inferior del abdomen. Se tomó el ovario y se separó con una ligadura junto con 

unos 0.5 cm del cuerno uterino correspondiente y se extrajo de la cavidad 

peritoneal. La incisión se suturó y se procedió de igual forma por el otro lado. A las 

24 horas se les administró meloxicam (2 mg/kg) como analgésico. 
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Figura 3.1 Ovariectomía.  

A: anestesia del animal. B: incisión en el abdomen. C: extracción del ovario. D: 

ligamiento de la arteria ovárica. E: ovario extraído. F: sutura de la incisión. 

3.2.2 Aislamiento de mitocondrias hepáticas 

3.2.2.1 Fundamento 

Basándose en el diferente peso y densidad de los componentes celulares, y 

utilizando la fuerza de la gravedad de la centrífuga, y la densidad de los tampones, 

es posible por sucesivas  centrifugaciones a distintas fuerzas aislar las 

mitocondrias a partir del homogenado de un tejido. 
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3.2.2.2 Reactivos 

 Solución de lavado: NaCl 0.9% 

 Tampón de aislamiento de mitocondrias: Sacarosa 0.3M, EGTA 1mM, 

MOPS 5mM, BSA 15 μM, KH2PO4 5mM. El pH del tampón se ajusta 

añadiendo KOH al 20% (p/v) hasta alcanzar pH=7.4. 

3.2.2.3 Procedimiento  

Una vez extraído el hígado, se introduce en un cuenco de cerámica para lavarlo en 

presencia de NaCl 0.9% (el último lavado debe realizarse con tampón de 

aislamiento). Se elimina el exceso de agua y seguidamente se pesa. Una vez pesado 

se trocea y se introduce en el homogeneizador de vidrio, donde se añade tampón 

de aislamiento a razón de 2 mL/g de tejido. Tras homogeneización a 980 rpm de 

velocidad, para disgregar el tejido y romper las células, obtenemos un 

homogenado del tejido, que introducimos en uno o varios tubos de centrífuga 

según el volumen obtenido. (NOTA: todo este proceso se debe realizar a 4ºC). 

Seguidamente procedemos al aislamiento mitocondrial propiamente dicho, que 

está basado en el método publicado por Rickwood y colaboradores (Rickwood, R. 

1987b). Este método consiste en una centrifugación diferencial que comprende 

dos partes principales: en una primera parte se centrifuga el homogenado a 1000 

g durante 10 minutos a 4ºC para eliminar los restos de tejido. A continuación se 

recoge el sobrenadante, y el precipitado se resuspende en 3 mL de tampón de 

aislamiento y se vuelve a centrifugar bajo las mismas condiciones para obtener un 

óptimo rendimiento del proceso. Se juntan los dos sobrenadantes obtenidos y se 

centrifuga de nuevo para eliminar posibles contaminaciones con restos celulares. 

Una vez recogido el sobrenadante, que contiene las mitocondrias, pasamos a la 

segunda parte del aislamiento, que comprende tres centrifugaciones a 10000g 

durante 10 minutos a 4ºC. Esta alta velocidad de centrifugación conlleva la 

sedimentación de las mitocondrias, obteniendo por tanto un sedimento rico en 

mitocondrias que lavamos en sucesivas centrifugaciones. Tras la tercera 

centrifugación, las mitocondrias obtenidas se resuspenden en tampón de 

aislamiento o en tampón para la determinación de peróxidos, a razón de 2 μL/mg 

de mitocondrias o 20 μL/mg de mitocondrias respectivamente. De este modo 

obtenemos una suspensión mitocondrial diluida en función de la determinación a 

realizar.  

En este caso se tomaron las siguientes alícuotas (en tubos eppendorf): 

 50 μL para medir proteínas. Congelar a -20ºC. 

 250 μL para medir la producción de peróxido de hidrógeno (en el mismo 

día).  

 El resto se congela a -80ºC. 
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3.2.3 Determinación de la tasa de producción mitocondrial de 

peróxido de hidrógeno 

3.2.3.1 Fundamento 

Utilizamos un método modificado a partir del desarrollado por Barja (Barja, G. 

1999). Esta técnica se fundamenta en la medida de la fluorescencia emitida (a 420 

nm) por el dímero formado entre el peróxido de hidrógeno producido por las 

mitocondrias en estado 4 y el ácido homovanílico (ácido 4-hidroxi-3-

metilfenilacético), al ser excitado por un haz de luz de una longitud de onda de 

312 nm. La catálisis de la reacción de dimerización la lleva a cabo la enzima 

peroxidasa a medida que se va formando el peróxido de hidrógeno. 

 

Figura 3.2 Mecanismo de detección de peróxido de hidrógeno. 

Las mitocondrias, una vez aisladas del tejido correspondiente, se incuban con 

sustratos de la cadena de transporte electrónico mitocondrial como el succinato 

10 mM, que es sustrato del complejo II. Se realizan determinaciones por duplicado 

de la cantidad de dímero H2O2-ácido homovanílico a los 5, 10, 15 y 20 minutos. 

3.2.3.2 Reactivos  

 Tampón para la determinación de peróxido de hidrógeno: EGTA 0.1 mM, 

KH2PO4 5 mM, MgCl2 3 mM, KCl 145 mM, HEPES 30 mM, enrasar con agua. 

El pH se ajusta con KOH al 20% hasta 7.4. 

 Solución Glicina-EDTA: Glicina 2 mM, EDTA 50 mM, NaOH 2.2 mM, 

enrasar con agua. El pH se ajusta con KOH al 20% hasta ≥11.  

 Succinato potásico 10 mM (concentración final en el tubo): Neutralizar 

ácido succínico con KOH 20% hasta alcanzar pH=7.4. Enrasar con tampón 

para la determinación de H2O2. 

 Ácido homovanílico (ácido 4-hidroxi-3-metilfenilacético) 0.1 mM 

(concentración final en el tubo) disuelto en tampón para la determinación 

de H2O2. 

 Peroxidasa de rábano 6 U/mL. 

 

H2O2 +  Ác. Homovanílico --------------------- H2O2.Ác. Homovanílico 

Excitación 

λ = 312 nm 

Emisión 

λ = 420 nm 
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3.2.3.3 Preparación de los patrones 

La fluorescencia emitida por los sobrenadantes se valora frente a una recta patrón 

construida con concentraciones conocidas de peróxido de hidrógeno en presencia 

de ácido homovanílico y peroxidasa. La recta patrón se realiza añadiendo a una 

misma cantidad de ácido homovanílico y peroxidasa, distintas cantidades de 

peróxido de hidrógeno, como se indica en la tabla siguiente: 

Peroxidasa (μL) 
Ac. Homovanílico 

(μL) 

Tampón 

peróxido (μL) 
H2O2 (nmol/mL) 

5 20 1975 0 

5 20 1970 1 

5 20 1965 1,5 

5 20 1960 2 

Tabla 3.1 Reactivos utilizados para la realización de la recta patrón del nivel de 

peróxidos. 

Para realizar la determinación fluorimétrica, se añaden a los tubos los reactivos 

que indica la tabla 3.1, y a continuación se añaden 1000 L de tampón glicina-

EDTA a cada uno de los tubos y a partir de ese momento se procede igual que con 

las muestras. 

Los patrones de H2O2 se realizan a partir de una solución comercial de peróxido 

de hidrógeno al 33,3%. Primero se realiza una dilución 1/103 del peróxido de 

hidrógeno comercial en el mismo tampón que utilizamos para las muestras, y, a 

partir de ésta se obtiene una dilución 1/105 de la comercial (también en este 

tampón). Esta será la solución que se utilizará para realizar los patrones de H2O2. 

Para calcular con exactitud la concentración de la solución comercial de peróxido 

de hidrógeno debe medirse la absorbancia de la dilución 1/103 a una longitud de 

onda de 230 nm (A230) y, utilizando el coeficiente de extinción molar (ɛ) del H2O2 a 

esa longitud de onda (72,4 mM-1 x cm-1) y, mediante la siguiente ecuación, puede 

conocerse la concentración de H2O2 en cada tubo de la recta patrón: 

 

 

 
/mLOH nmoles

μL 1000

10OH μL A
22

OH

4

22230
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ε



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3.2.3.4 Procedimiento 

Una vez aisladas las mitocondrias, el sedimento se resuspende en tampón para la 

determinación de peróxido de hidrógeno a razón de 20 μL/mg de precipitado.  

Por otro lado, realizamos la mezcla de reactivos que nos servirá para medir la 

producción de peróxido de hidrógeno. Dicha mezcla contiene las siguientes 

cantidades de reactivo por cada determinación: 5 l de peroxidasa de rábano 6 

U/mL, 20 l de ácido homovanílico 1 mM, 20 l de succinato 0,1 M pH 7,4 y hasta 

1.5 mL del tampón para la determinación de H2O2 previamente burbujeado con 

aire durante 5 minutos. Dicha mezcla se utilizará para medir la producción de 

peróxido de hidrógeno en la cadena de transporte electrónico mitocondrial 

aportando como donante de sustancias reductoras el succinato (complejo II). 

A continuación se preparan tubos de polipropileno aptos para centrifugar. 

Necesitaremos dos tubos por cada tiempo de incubación a realizar (5, 10, 15, 20 

minutos). Se añade a cada tubo 1.5 mL de la mezcla de reacción.  

Preincubamos a 37ºC durante 5 minutos en agitación la suspensión mitocondrial 

y los tubos con la mezcla de reacción. Transcurrido ese período de tiempo, 

añadimos 500 l de suspensión mitocondrial respetando los tiempos de 

incubación a realizar. (Separamos una pequeña cantidad de suspensión 

mitocondrial para determinar el contenido proteico de la muestra). 

Detenemos la reacción de dimerización aumentando el pH por medio de la adición 

de 1 mL de tampón Glicina-EDTA pH=12.7. A medida que paramos la reacción, 

guardamos los tubos en hielo, y seguidamente centrifugamos a 15000 g durante 

15 minutos a 4ºC. 

Recogemos los sobrenadantes, que contienen el dímero H2O2-homovanílico, y 

medimos con un fluorímetro la fluorescencia que emite a 420 nm de longitud de 

onda tras excitación con un haz de luz de 312 nm. El precipitado celular se 

disuelve en NaOH 1N, para determinar la cantidad de proteínas de las células, que 

nos servirá para normalizar el resultado. 

3.2.3.5 Cálculos 

Para calcular los resultados de nuestras muestras se interpolará la fluorescencia 

obtenida en cada una de ellas con la recta patrón construida previamente. Este 

resultado se corregirá por la concentración de proteínas en cada una de las 

muestras y por tiempo según la fórmula: 

                      H2O2  
        2 2/  

              
 

1
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3.2.4 Determinación de proteínas 

3.2.4.1 Fundamento 

La absorción de luz por parte de una sustancia es una propiedad característica de 

cada sustancia, que puede ser utilizada para su identificación y cuantificación. 

Todas las sustancias absorben luz en alguna región del espectro electromagnético 

(VIS, UV, IR, etc.).  

Existen diferentes métodos para la cuantificación de proteínas. Muchos de estos 

métodos se basan en: la propiedad de las proteínas para absorber luz en el UV, la 

formación de derivados químicos, o la capacidad que tienen las proteínas de unir 

ciertos colorantes.  

Lambert y Beer demostraron que la absorbancia (A) de una sustancia es 

directamente proporcional a la concentración (c) de la sustancia absorbente, la 

longitud del paso de luz (l) (espesor de la solución) y una constante denominada 

coeficiente de extinción o coeficiente de absorción (ε), que es característico para 

cada sustancia a una longitud de onda (λ) determinada. 

          

Todo método espectrofotométrico se basa en la comparación de la absorbancia de 

una sustancia de concentración desconocida con la de una solución de la misma 

sustancia cuya concentración se conoce y a la cual se denomina solución patrón o 

estándar. La absorbancia de una solución es la resultante de la absorbancia del 

soluto cuya concentración se desea conocer y la de otros componentes del sistema 

(solventes, reactivos) que absorben también a esa longitud de onda. Estos 

compuestos se denominan interferencias. Se debe descartar la absorbancia de las 

interferencias, para ello es necesario hacer siempre una muestra que contenga 

todos los componentes del sistema menos aquel que se desea medir. Esta muestra 

se llama blanco y la absorbancia de éste debe restarse a las muestras problema y a 

los patrones, o bien, con el blanco se calibra el instrumento a absorbancia igual a 

0, o sea 100% de transmisión. 

Se obtiene la curva de calibrado midiendo la absorbancia de una serie de 

soluciones de concentraciones conocidas de una misma sustancia tratadas con un 

mismo método y medidas a igual longitud de onda en el mismo instrumento. Para 

medir la concentración de una sustancia se elige por lo general, la región de 

máxima absorción del espectro, denominada longitud de onda analítica. 

El resultado se expresa en una gráfica de la absorbancia (A) en función de la 

concentración (c). Si el sistema sigue la ley de Lambert-Beer se obtiene una línea 

recta que pasa cerca del origen. Es posible determinar gráficamente la 



                                                                                                                                       Metodología 

P
ág

in
a9

3
 

concentración de una muestra desconocida dibujando la absorbancia frente a 

concentraciones conocidas de un patrón interno, normalmente BSA. Se escoge la 

parte lineal y se calcula la recta de regresión lineal que mejor se ajusta y de ésta se 

interpolan los datos de absorción de nuestras muestras. 

El método de Lowry consta de dos etapas: 

1. Los iones Cu2+, en medio alcalino, se unen a las proteínas formando 

complejos con los átomos de nitrógeno de los enlaces peptídicos. Estos 

complejos Cu2+-proteína tienen un color azul claro. Además, provocan el 

desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteína, 

exponiéndose los residuos de tirosina que van a participar en la segunda 

etapa de la reacción. El Cu2+ se mantiene en solución alcalina en forma de 

su complejo con tartrato. 

2. La reducción, también en medio básico, del reactivo de Folin-Ciocalteau 

por los grupos fenólicos de los residuos de tirosina presentes en la 

mayoría de las proteínas, actuando el cobre como catalizador. El principal 

constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el ácido 

fosfomolibdotúngstico, de color amarillo, que al ser reducido por los 

grupos fenólicos da lugar a un complejo de color azul intenso. 

3.2.4.2 Reactivos 

 Reactivo Lowry: 

o Añadir 40 mL de agua a la botella de reactivo Lowry reagent 

powder. 

o Mezclar hasta disolver por completo. 

o Guardar a temperatura ambiente. 

 Reactivo Folin-Ciocalteau: 

o 88 mL de agua + 18 mL de la solución Folin & Ciocalteu’s Phenol 

Reagent en una botella opaca. 

o Guardar a temperatura ambiente. 

3.2.4.3 Procedimiento 

1. En un eppendorf pipetear 490 μL de agua bidestilada y 10 μL de la 

muestra. 

2. Añadir 500 μL del reactivo de Lowry e incubar 20 minutos en oscuridad. 

3. Añadir 250 μL del reactivo de Folin Ciocalteau e incubar 30 minutos en 

oscuridad. 

4. Medir la absorbancia a 660 nm. 
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3.2.4.4 Cálculos 

Los resultados se calcularán interpolando la absorbancia de las muestras en una 

recta patrón construida a partir de concentraciones conocidas de proteína. 

3.2.5 Western blotting 

3.2.5.1 Fundamento  

La electroforesis es un transporte bajo la acción de un campo eléctrico. La 

electroforesis en geles con una matriz de poliacrilamida, comúnmente 

denominada electroforesis en gel de poliacrilamida, se utiliza mayoritariamente 

para la separación de proteínas. Concretamente se utilizó el SDS-PAGE 

(electroforesis en gel de poliacrilamida) en condiciones desnaturalizantes. Para la 

realización de esta técnica es imprescindible que las proteínas se encuentren 

completamente desnaturalizadas. Para ello, utilizamos dos agentes 

desnaturalizantes, el dodecilsulfato sódico (SDS) como detergente y el -

mercaptoetanol como agente reductor, que provoca la rotura de los puentes 

disulfuro. De este modo obtenemos proteínas en su estructura primaria. 

En presencia de una concentración de SDS superior a 8 mM, las proteínas unen 1.4 

g de SDS por gramo de proteínas, lo que equivale a la unión de una molécula de 

SDS por cada 2 aminoácidos. Las cargas propias de las proteínas quedan así 

enmascaradas o anuladas. Como cada molécula de SDS proporciona una carga 

negativa (del grupo SO-4), los complejos proteína/SDS están cargados 

negativamente de forma uniforme, de forma que la separación depende de la 

carga y masa molecular de las distintas proteínas. 

3.2.5.2 Condiciones del gel y transferencia 

Para detectar las distintas proteínas de ensayo se cargaron 20 μg de proteínas 

celulares totales en geles con el 10% de acrilamida (29:1acrilamida:bisacrilamida) 

con un 0,1% de SDS, sobre los que se aplicó un campo eléctrico de voltaje 

constante de 100 voltios durante el tiempo necesario para que se distribuyeran 

por el gel, en tampón Tris-Glicina (25 mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3). 

Una vez finalizado el desplazamiento electroforético, el gel se transfirió (Blotting) 

a una membrana de PVDF (Schelider & Schuel, USA), mediante 

electrotransferencia en condiciones húmedas, por medio del sistema Mini-protean 

II (Bio-Rad, USA). El proceso se mantuvo de forma que pasaran 170 miliamperios 

por cada membrana de la que se hace transferencia, en tampón de transferencia 

(25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20% v/v, pH 8,3). 
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3.2.5.3 Marcaje y revelado 

 Tras la transferencia las membranas se incuban 60 minutos a 

temperatura ambiente en tampón de bloqueo: 5% p/v de leche desnatada 

en polvo o en 5% BSA, 0,1% Tween-20 en 1x TBS (20 mM Tris, 137 mM 

NaCl, pH 7,6). (TBS-T). 

 Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 10 mL de TBS-T. 

 Las membranas se incuban durante  toda la noche a 4ºC en agitación en 

tampón de anticuerpo (5% BSA, 0,1 % Tween-20 en 1x TBS) y con  las 

correspondientes diluciones de anticuerpo primario. 

 Se realizan 3 lavados de 10 minutos con 10 mL de TBS-T. 

 Las membranas son incubadas 60 minutos con el anticuerpo secundario 

conjugado con peroxidasa de rábano. El anticuerpo se disuelve en tampón 

de bloqueo a la concentración especificada por la casa. 

 Se realizan 3 lavados de 10 minutos con 10 mL de TBS-T. 

 La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL (Amersham 

Pharmacia, USA) e inmediatamente se revela con un detector 

quimioluminiscente, mediante el programa “Image quant LAS 4000” (GE-

Healthcare Bio-Sciences). 

3.2.5.4 Cálculos 

Las imágenes obtenidas fueron almacenadas en formato digital “.tif” para poder 

realizar la densitometría utilizando el programa “image J”. 

Los valores de las proteínas estudiadas se expresaron en relación a los valores 

obtenidos de la α-tubulina en las mismas muestras. Esta proteína forma parte de 

los microtúbulos de las células eucariotas, sin que haya cambios importantes en 

los distintos organismos (Little, M. 1988; Doolittle, R.F. 1992). Ya que es una 

proteína que no se ve alterada, es una buena referencia para controlar que se haya 

cargado la misma cantidad de proteína de cada una de nuestras muestras al 

realizar el experimento. 

3.2.6 Western blotting de proteínas carboniladas 

3.2.6.1 Fundamento 

El estrés oxidativo modifica la actividad de las proteínas, que tendrán cambios en 

su función, y las hace más susceptibles a la degradación. Los radicales libres 

derivados del O2 afectan a las proteínas modificando algunos aminoácidos, 

formando puentes disulfuro en cisteína, o introduciendo grupos carbonilo 

(aldehídos y cetonas). Estos grupos carbonilo se pueden detectar por western blot. 

Al derivatizar las muestras con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) se marcan los 

grupos, y queda como 2,4-dinitrofenilhidrazone, para el cual hay anticuerpos. 
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3.2.6.2 Reactivos 

Se ha usado el kit comercial OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit, de la casa 

Millipore, ref s750. 

3.2.6.3 Procedimiento 

Excepto por la derivatización de las muestras, se procede de la misma manera que 

en el apartado 3.2.5. La derivatización se hace de la siguiente manera: 

1. Los fragmentos de tejido se homogeneizaron en 10 μL de tampón por mg 

de tejido, en una solución amortiguadora de lisis (tampón fosfato 50 mM, 

1 mM EDTA, pH 7,4). Las muestras se centrifugaron a 12.000 g durante 15 

min a 4 ° C. El sobrenadante fue recogido y congelado a -20 ° C hasta su 

análisis. 

2. Añadir 5 μL de muestra a un eppendorf, o el volumen necesario para tener 

20 μg de proteína. Si el volumen es inferior ajustar a 5 μL con el tampón 

de homogenado. 

3. Añadir 5 μL de SDS. En el caso de que el volumen de la muestra exceda los 

5 μL, se corrige añadiendo menor volumen de SDS a mayor concentración. 

4. Añadir 10 μL de DNPH a cada muestra. También se prepararán muestras 

como controles negativos, a los que se añade solución  de derivatización 

control. 

5. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

6. Añadir 7,5 μL de la solución de neutralización. Si no se había añadido un 

agente reductor a la muestra durante el homogenado, añadir 1-1.5 μL de 

2-mercaptoetanol. 

En este punto se carga el gel de poliacrilamida y se sigue con el procedimiento de 

un western blotting normal, como se indica en el punto 3.2.5. 

3.2.7 Cromatografía líquida de alta resolución. Determinación de 

malondialdehído 

3.2.7.1 Fundamento 

El  malondialdehído (MDA) es uno de los productos generados durante el proceso 

de la oxidación de los lípidos en las membranas biológicas, capaz de provocar una 

alteración estructural en las mismas que desemboca en una pérdida de fluidez y, 

por tanto, un aumento de su rigidez y, por ello, es un índice ampliamente utilizado 

para conocer el nivel de oxidación lipídica de las membranas celulares. 

Se ha seguido el método descrito por Wong y colaboradores (Wong, S.H. 1987). 

Este método se basa en la hidrólisis de los lipoperóxidos presentes en la muestra y 
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posterior formación de un aducto entre el ácido 2-tiobarbitúrico y el 

malondialdehído liberado (TBA-MDA2). Esta reacción produce un cromógeno 

rosado con un máximo de absorción entre 532-535nm. Puesto que el ácido 2-

tiobarbitúrico reacciona con distintos grupos carbonilos presentes en la muestra, 

además, de con el malondialdehído, se realiza una separación por cromatografía 

líquida de alta eficacia en fase reversa del aducto ácido 2-tiobarbitúrico-

malondialdehído del resto de las sustancias reaccionantes presentes en las 

muestras. 

3.2.7.2 Recogida de muestras 

 Muestras de sangre: Se recogen en tubos con EDTA como agente quelante 

del Ca+2. Hay que tener la precaución de no poner en hielo  los tubos para 

evitar la hemólisis de los glóbulos rojos. Centrifugar a 1500g 15 min. para 

obtener el plasma. 

 Muestras de tejidos y células: Cada 100 mg de tejido (o como mínimo 

3x105 células) debe suspenderse en 1 mL de Kpi 0.1 M, EDTA 1 mM, 

pH=7.0. No hay que centrifugar esta solución. 

 Muestras de mitocondrias: se toman alícuotas del extracto. 

3.2.7.3 Reactivos 

 Tampón acetato sódico anhidro 2M, pH 3,5, con TBA 0.2%. Para preparar 

1L se toman 119 mL de ácido acético glacial (pureza 98%) y se le añaden 

a unos 600 mL de agua “mili-Q”. Se ajusta el pH hasta 3,5 con NaOH 10 M. 

A continuación se añade a la solución 2 g de ácido tiobarbitúrico y se 

mantienen en agitación, a 50-60ºC, hasta la total disolución del TBA. Se 

comprobará que el pH se mantiene y, si no es así, se volverá a ajustar. 

Finalmente se afora el volumen a 1litro y se guarda protegido de la luz a 

4ºC. 

 Tampón  KH2PO4 50 mM, pH 6,8 : Para 500 mL se pesan 3,4 g de KH2PO4 y 

se añaden a unos 400 mL de agua; se ajusta el pH con KOH (1 M) hasta 6,8 

y se afora con agua hasta el volumen final. Se guardará a 4º C. 

 Tampón  KH2PO4  50 mM, pH 3,5: Para 500 mL se pesan 3,4 g de KH2PO4 y 

se añaden a unos 400 mL de agua; se ajusta el pH con HCl (1 M) hasta 3,5 

y se afora con agua hasta el volumen final. Se guardará también a 4º C. 

3.2.7.4 Preparación de los patrones 

Dado que la identificación y cuantificación del MDA de las muestras analizadas se 

llevará a cabo gracias a una curva patrón, previamente al ensayo habrá que 

proceder a prepararla: 
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Partimos de una solución comercial de MDA-bis (Merck) que está a una 

concentración de 12,2 M. Para obtener una solución inicial 10 mM , diluimos 410 

µL de MDA 12,2 M en 500 mL de agua. 

Si diluimos la solución anterior ½, tenemos entonces una solución 5 mM, a partir 

de la cual conseguimos los siguientes puntos para nuestra recta patrón: 

 50 nmol/mL  

 25 nmol/mL 

 12,5  nmol/mL  

 5  nmol/mL   

 2,5  nmol/mL  

 1,25  nmol/mL  

 0,625 nmol/mL 

 Blanco: agua mili-Q 

3.2.7.5 Procedimiento de derivatización 

Todas las muestras las prepararemos en tubos tipo “eppendorf”. 

1. A 500 µL del tampón inicial (con TBA) se le añaden 20 µL de muestra 

(plasma, homogenado de tejido o suspensión de células) y de la misma 

forma se trata a cada uno de los patrones. Hay que destacar que las 

muestras de cultivos celulares deben de resuspenderse previamente en 

25 µl de Kpi 50 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4. 

2. Las preparaciones se incuban durante 60 minutos a una temperatura de 

95ºC. Es en este paso donde se produce la hidrólisis de los lipoperóxidos y 

la consiguiente liberación de moléculas de malondialdehído que se 

conjugan con dos moléculas de ácido tiobarbitúrico (TBA). 

3. Añadir 500 µL  del  tampón de KH2PO4 a pH 6,8 a cada muestra. Agitar. 

Este paso es crítico ya que el aducto MDA-TBA2  es inestable en el rango de 

pH neutro-básico, por lo que debe hacerse con rapidez. 

4. Centrifugar durante 5 min. a 13000 rpm, temperatura de 4ºC. 

5. A 200 µL  del sobrenadante añadirle 200 µL del tampón KH2PO4  50 mM, 

pH 3,5 y agitar.  

6. Tomar 200 µL  y colocarlos en un vial para realizar el análisis por HPLC. 

3.2.7.6 Preparación de las fases móviles para HPLC 

Este es un método “isocrático” y necesitaremos 2 fases diferentes: la “fase de 

lavado” y la “fase de elución”: 
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 Fase de lavado (Fase B): está constituida por una mezcla de 

acetonitrilo/agua al 70%, ambos de máxima pureza y el agua del tipo 

“mili-Q”. 

 Fase de elución  (Fase A): La sal que contiene esta fase es KH2PO4 50mM, 

pH 6,8.  La relación es de 83/17  (KH2PO4 50mM, pH 6,8 / acetonitrilo).  

El modo de preparación es el siguiente: 

1. Pesar 13,6g de KH2PO4 y disolverlos en unos 1800 mL de “agua mili-Q” 

2. Ajustar el pH de esta disolución con KOH 1M. 

3. Enrasar hasta 2000 mL. 

4. Añadir  410 mL de acetonitrilo. Esta solución debe homogeneizarse bien. 

5. La solución debe filtrarse, mediante bomba de vacío y filtro de 0,22 

micras. 

Antes de pasar por el HPLC, ambas fases deben desgasificarse por baño de 

ultrasonidos durante 20 minutos. 

3.2.7.7 Condiciones cromatográficas 

 Flujo de las fases: 1.0 mL/min 

 Detección en HPLC: se utiliza el detector UV visible a λ 532 nm. 

 Columna DIONEX Acclaim Polar advantage. C16 5μm 120 A, 4.6x150mm 

3.2.7.8 Método cromatográfico 

Al ser un método isocrático, sólo necesitamos programar el tiempo que va a estar 

pasando cada una de las fases líquidas correspondientes. Un cromatograma 

conlleva unos 30 minutos y la secuencia de las fases móviles a través del HPLC es 

la siguiente: 

               Fase  A:                                Fase B:                                   Fase  A:                              

   elución de la muestra            limpieza de la columna      equilibrado de la columna 

----------------------------------------- ---------------------------------- ----------------------  

             12 minutos                                    10 minutos                        8 minutos              

Figura 3.3 Programación de la duración (minutos) de las Fases A y B, durante un 

cromatograma del análisis de MDA. 

   Una programación de muestras supone el repetir cada secuenciación anterior 

tantas veces como muestras y patrones se deseen analizar. 
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3.2.7.9 Cálculos 

El área del pico bajo la curva correspondiente al aducto TBA-MDA2 se valora 

frente a la recta patrón construida con patrones de MDA. Los resultados obtenidos 

se expresarán por mg de proteína total o por mL de plasma.  

3.2.8 Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

3.2.8.1 Fundamento 

El ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) es una técnica de 

inmunoensayo que permite detectar moléculas con gran precisión. El antígeno de 

nuestra molécula se detecta mediante un anticuerpo inmovilizado, al que después 

se unirán anticuerpos primario y secundario. Este último va ligado a una enzima 

capaz de generar un cambio de color. La aparición de colorantes permite medir 

indirectamente mediante espectrofotometría el antígeno de la molécula que 

estamos buscando en la muestra. En este caso se ha medido la concentración de 

βA40 y de βA42. 

3.2.8.2 Reactivos 

Se ha usado el kit comercial de la casa invitrogen “Human Aβ40 ELISA” (ref. 

KHB3481) y “Human Aβ42 ELISA” (ref. KHB3441). 

3.2.8.3 Preparación de los patrones 

Dado que la identificación y cuantificación del βA de las muestras analizadas se 

llevará a cabo gracias a una curva patrón, previamente al experimento habrá que 

proceder a prepararla: 

1. Partimos del βA que hay en el kit, se resuspende en 55 mM sodium 

bicarbonate buffer (NaHCO, ultrapure grade), pH 9.0, para tener una 

concentración de 100ng/mL. 

2. Haciendo diluciones seriadas con el diluyente proporcionado en el kit 

conseguimos los siguientes puntos para la recta patrón: 

 250 pg/mL 

 125  pg/mL  

 62,5  pg/mL   

 31,25  pg/mL  

 15,62  pg/mL  

 7,81  pg/mL  

 Blanco a partir del diluyente empleado en la preparación de los patrones. 
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3.2.8.4 Procedimiento 

Las muestras y patrones deben cargarse por duplicado. Reservar  2 pocillos para 

el blanco del cromógeno.  

1. Añadir 50 μL de cada punto de la recta patrón y de cada una de las 

muestras en los pocillos.  

2. Añadir 50 μL de Hu Aβ Detection Antibody del kit a cada pocillo excepto 

en el blanco del cromógeno. 

3. Cubrir la placa e incubar durante 3 horas a temperatura ambiente en 

movimiento.  

4. Eliminar el líquido de los pocillos y lavar 4 veces. 

5. Añadir 100 μL del anticuerpo Anti-Rabbit a cada pocillo excepto en el 

blanco del cromógeno. 

6. Cubrir la placa e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

7. Eliminar el líquido de los pocillos y lavar 4 veces. 

8. Añadir 100 μL de Stabilized Chromogen a cada pocillo. 

9. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. 

10. Añadir 100 μL de Stop Solution a cada pocillo.  

11. Leer la placa a λ 450nm. 

3.2.8.5 Cálculos 

Los resultados se calcularán interpolando la absorbancia de las muestras en una 

recta patrón construida a partir de concentraciones conocidas de la molécula que 

estamos midiendo, en este caso βA40 o βA42. 

3.2.9 Estudio del consumo de glucosa in vivo mediante tomografía 

por emisión de positrones 

3.2.9.1 Fundamento  

El estudio del metabolismo glucídico a nivel fisiológico y/o fisiopatológico 

mediante tomografía por emisión de positrones (PET)-18F-FDG proporciona 

importante información acerca del estado de salud de los órganos estudiados, 

además de ser una buena herramienta para detectar la aparición o avance de un 

proceso tumoral.  

La 18F-FDG es un análogo de la glucosa, con la salvedad de que el isótopo 

radiactivo 18F sustituye, tras un procedimiento de marcación y síntesis de la 

molécula 18F-FDG, el grupo OH del carbono 2 de la molécula de glucosa. De este 

modo, la base teórica para su utilización es que compite con la molécula por 

entrar en las células para ser consumida y generar ATP, en el proceso de la 
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glucolisis. Sin embargo, y por esa modificación en el carbono 2, una vez que entra 

en la célula y se fosforila a glucosa-6-fosfato, no puede seguir la reacción y pasar a 

fructosa-6-fosfato. De este modo, queda atrapada en la célula donde se había 

iniciado su consumo (figura 3.4). 

 

Figura 3.4 Molécula de 18F-FDG y esquema de su consumo en la célula. 

Al ser el 18F un isótopo emisor de positrones (antimateria de los electrones), 

habrá una emisión más alta allí donde se haya acumulado más esta molécula, es 

decir, en aquellas regiones donde el consumo de glucosa sea más elevado. Los 

positrones al encontrarse con los electrones se aniquilarán y emitirán dos fotones 

de alta energía (±511 KeV) a ±180º que serán detectados por los módulos de la 

cámara PET (figura 3.5). Estos fotones pasan un filtro temporal y energético para 

ser aceptados como “verdaderos”, es decir, provienen del mismo punto de origen. 

 

Figura 3.5 Esquema de detección de coincidencias por el equipo Albira PET. 
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Esta “ventana temporal” se establece en 2-3 nanosegundos, por lo que un fotón 

que incide en el cristal detector se asocia a otro fotón detectado en el lado opuesto 

en ese mismo espacio de tiempo. Es necesario además que ambos lleguen dentro 

del rango de energías del equipo (400-600 KeV), lo cual depende a su vez de la 

sensibilidad (0,7 %). Esta señal luminosa se amplifica a través de unos 

fotomultiplicadores insertados en cada uno de los módulos de la cámara PET, con 

lo que al final se transforma en una señal eléctrica proporcional a la intensidad 

con la que llegaron los fotones y proporcionando información acerca de su punto 

de origen, o sea, dónde fue consumida la 18F-FDG. 

Para discriminar la captación de las diferentes regiones de interés, un aspecto 

también importante es la resolución espacial. Ella nos permitirá diferenciar zonas 

con distintos valores de captación pero muy próximos. En el equipo Albira PET es 

de 1.5 mm (FWHM = 1.6 mm, con una reconstrucción MLEM y una ventana de 

coincidencias de 3 ns). 

Por ello, y teniendo en cuenta que es una técnica no invasiva, se ha optado por 

analizar el consumo de glucosa fisiológico a nivel cerebral de los grupos 

experimentales aquí estudiados. Varios estudios previos se han realizado para 

intentar estandarizar los métodos y protocolos para animales de investigación 

(Green, L.A. 1998; Huang, S.C. 2004; Shimoji, K. 2004; Laforest, R. 2005; Fueger, 

B.J. 2006; Kim, J. 2006; Schiffer, W.K. 2007). Considerando las características del 

equipo PET Albira y la bibliografía existente se determinó el consumo cerebral de 

glucosa en los grupos estudiados como se expone en el apartado de 

procedimiento. 

3.2.9.2 Reactivos 

 Fluodos, 1110 MBq/mL, solución inyectable (18F-Fluorodesoxiglucosa). 

 Isofluorano. 

 Oxígeno comprimido medicinal ≥99,5 %. 

 Solución salina fisiológica. 

3.2.9.3 Procedimiento 

En primer lugar, se mantiene a los animales 8 horas en ayuno (agua ad libitum) 

antes de realizar el estudio PET-18F-FDG. Tras pesar al animal y comprobar su 

temperatura rectal y niveles de glucemia, se introduce en una cámara de anestesia 

durante un mínimo de 5 minutos con oxígeno e  isofluorano al 1-2% a un flujo 

constante de 1.5 L/min. A continuación, se inyecta 200-300 μcurios de 18F-FDG vía 

intravenosa y rápidamente se coloca en la camilla de la cámara PET en la posición 

establecida previamente para escanear el cerebro. 
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Figura 3.6 Posición del animal en la camilla. 

Se realiza un protocolo dinámico de adquisición por secuencias de 1 minuto hasta 

completar un periodo de distribución del radiotrazador por todo el cuerpo de 30 

minutos. 

Seguidamente, el escáner inicia automáticamente otra adquisición de cuerpo 

completo por secuencias temporales (o frames) de 10 minutos (field of view, FOV) 

y de 40mm sobre el eje longitudinal hasta completar el animal en tres tomas. La 

medida de la primera zona (donde está el cerebro) será la analizada para 

cuantificar posteriormente el consumo cerebral de glucosa de cada animal 

estudiado. 

Una vez terminada la adquisición de PET, se recoloca la camilla en la posición 

adecuada para iniciar el estudio anatómico/estructural mediante CT.  

Para ello, se establece una adquisición de cuerpo completo estructurado en 

secuencias espaciales (en este caso de 75 mm de FOV) y medida de calidad 

“estándar”, es decir, 180 proyecciones (de 2º) para formar el giro completo del 

anillo del CT sobre el animal. 

La suma de estos paquetes de datos (30x1 minutos) genera un nuevo archivo de 

datos que es reconstruido por el software que proporciona la casa comercial del 

aparato, mediante un algoritmo Ossem  Cross, en el cual se hacen 3 correcciones, 

una por decaimiento (puesto que la 18F-FDG tiene una vida media 109.8 minutos) 

otra por dispersión de los positrones, y otra corrección por coincidencias 

aleatorias. 
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Tras reconstruir el archivo de datos se genera un archivo de imagen “img.hdr” el 

cual se utiliza para cuantificar las regiones de interés (ROI) y volúmenes de 

interés (VOI). En nuestro estudio se ha analizado el cerebro de cada ratón. El VOI 

construido para cada cerebro es analizado mediante el programa “PMOD 2.95”. 

Una vez terminado el estudio, se mantuvo 12 horas (para asegurar que toda la 

radiación había decaído) a cada animal en su jaula con comida y agua ad libitum, 

antes de devolver las jaulas con el resto de su grupo. 

3.2.9.4 Cálculos 

La actividad cuantificada en cada uno de los VOIs analizados es la suma de todos 

los eventos captados por cada uno de ellos en ese periodo de tiempo (30 minutos) 

expresada en miliCurios (mCi) por unidad de volumen (cm3). Esta captación de 
18F-FDG (standard uptake value, SUV) es corregida por la dosis inyectada (ID) y el 

peso del animal (g), mediante la siguiente fórmula: 

    
actividad captada en el volumen de intere s (mCi/cm3)   peso (g)

ID (mCi)
 

    
VOI   Peso

ID
 
(mCi/cm3)   g

mCi
 

3.2.10 Determinación de transaminasas en sangre 

3.2.10.1 Fundamento 

Las transaminasas son enzimas encargadas de reacciones de transaminación. 

Forman principalmente aminoácidos no esenciales, y en el mismo proceso 

también dan lugar a otros metabolitos como piruvato u oxalacetato, 

fundamentales en el metabolismo. Su localización es principalmente  hepática. Si 

las encontramos en sangre será porque el hígado está sufriendo un proceso 

traumático, que conducirá a la muerte de los hepatocitos liberándolas así a la 

sangre (Lehninger, A.L. 1993; Mathews, C.K. 2000). 

Las principales transaminasas son gamma glutamil transpeptidasa (GGT) 

glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) y glutamato-piruvato transaminasa 

(GPT). Se han medido en suero por un laboratorio especializado en análisis 

clínicos. 
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3.2.10.2 Procedimiento 

Las muestras para medir los niveles de transaminasas se enviaron a un 

laboratorio especializado en este tipo de análisis. El laboratorio en cuestión es el 

laboratorio de “Analítica Clínica Veterinaria”, www.acvlab.es. 

3.2.11 Microscopía 

3.2.11.1 Fundamento 

La aparición de la patología amiloidea es una de las características de la EA. El βA 

se agrega formando placas en el cerebro, con la consiguiente pérdida de 

funcionalidad de las zonas afectadas, estableciéndose una correlación 

inversamente proporcional entre el volumen ocupado por las placas y el índice en 

la escala MMSE (Cummings, B.J. 1995), lo que significa que a mayor volumen de 

depósitos amiloideos mayor demencia. Las placas de βA se pueden apreciar por 

microscopía tiñéndolas de la manera adecuada. 

3.2.11.2 Procedimiento 

Al extraer el cerebro sumergir y mantener en solución fijadora durante 24 horas a 

4ºC. 

 Inclusión del cerebro en araldita. 

1. Lavar en PB 0’1M (5X5’). 

2. Fijación y contraste (1h 30’): osmio 2% en PB 0’1M (2ml osmio/2ml PB 

0’2M) en oscuridad y agitación. 

*Preparar la araldita. 

3. Lavar con H2O (3X5’) 

*No sobrepasar los 15’ porque el Osmio precipita. 

4. Deshidratar:  Alcohol 30º (5’) 

   Alcohol 50º (5’) 

   Alcohol 70º (10’) 

* Los lavados en alcohol hay que hacerlos rápidamente para que no se rehidraten 

las muestras. 

5. Lavar en acetato de uranilo 2% En alcohol de 70º (2h 30’) en nevera (se 

disuelve con ultrasonidos) 
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6. Deshidratar:  Alcohol 70º (2X5’) 

   Alcohol 96º (5’+10’) 

   Alcohol 100º (2X7’) 

   Alcohol 100º seco (10’)  

7. Lavar en óxido de propileno (2X10’) 

*Se evapora muy rápido, perfora el plástico. 

Transferir con un pincel a la araldita en unos moldes de papel de aluminio. Las 

muestras se quedan en agitación toda la noche. 

 Corte de los bloques de araldita con un micrótomo. 

1. Montar sobre un portaobjetos. 

 Tinción con azul de toluidina. 

1. Teñir con azul de toluidina durante 5 minutos. 

2. Dejar secar. 

 Observación al microscopio. 

3.2.12 Diseño experimental de la caracterización del estrés 

oxidativo en hígado 

La caracterización del estrés oxidativo en el hígado asociado a la enfermedad de 

Alzheimer es uno de los objetivos de la presente tesis. Los animales empleados en 

este experimento no recibieron ningún tipo de tratamiento ni se realizó ninguna 

manipulación hasta el momento de su sacrificio. 

Para determinar el estrés oxidativo en hígado hemos medido: 

 Tasa de producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias hepáticas 

por fluorimetría (ver apartado 3.2.3). 

 Niveles de carbonilación proteica por western blotting (ver apartado 

3.2.6). 

 Niveles de malondialdehído por HPLC (ver apartado 3.2.7). 

Para ver diferencias en el estrés oxidativo debidas al sexo y al tipo genético estos 

experimentos los realizamos en ratones: 

 Machos y hembras.  

 WT y TG 

Para ver la evolución del estrés oxidativo asociado a la enfermedad a lo largo de la 

vida del animal contamos con 3 grupos de diferentes edades: 
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 3-5 meses 

 10-13 meses 

 20-26 meses.  

El número de  animales con el que contamos es de: 

 N= 67 

 n=4-12 por grupo 

3.2.13 Diseño experimental de la caracterización de la vía del 

cerebro al hígado del beta-amiloide 

La caracterización de la vía que sigue el βA desde el cerebro al hígado es otro de 

los objetivos de la presente tesis. Los animales empleados en este experimento no 

recibieron ningún tipo de tratamiento ni se realizó ninguna manipulación hasta el 

momento de su sacrificio. 

Para determinar la vía del cerebro al hígado del βA hemos medido: 

 Niveles del transportador LRP1 en cerebro e hígado por western blotting 

(ver apartado 3.2.5). 

 Niveles del transportador RAGE en cerebro western blotting (ver apartado 

3.2.5). 

 Concentración de βA en sangre por ELISA (ver apartado 3.2.8). 

Para ver diferencias debidas al tipo genético en el tránsito del βA asociado a la EA 

estos experimentos los realizamos en ratones machos: 

 WT y TG 

Para ver si el tránsito del βA asociado a la EA es el mismo a lo largo de la vida del 

animal a lo largo de la vida del animal contamos con 3 grupos de diferentes 

edades: 

 3-5 meses  

 10-13 meses 

 20-26 meses 

El número de  animales con el que contamos es de: 

 N= 30 

 n=2-6 por grupo 
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3.2.14 Diseño experimental del tratamiento con genisteína y 

bexaroteno 

Lo realizamos en ratones hembra TG ovariectomizadas. Se hace la ovariectomía 

(ver apartado 3.2.1) para simular una menopausia, y reproducir las condiciones 

en que una mujer desarrolla la EA. El hecho de elegir hembras es porque la EA se 

desarrolla con mayor frecuencia en mujeres (Baum, L.W. 2005; Viña, J. 2010). Son 

hembras de 8±0,6 meses, que ya presentan la patología amiloidea (Jankowsky, J.L. 

2004), por tanto podemos ver cambios debidos al tratamiento. 

Para determinar el efecto conjunto del bexaroteno y la genisteína sobre la 

cantidad de βA en el cerebro en la enfermedad de Alzheimer nos basamos en: 

1. Medición por ELISA de la cantidad de βA (ver apartado 3.2.8). 

2. Medición de las placas de βA a través de la microscopía de un corte 

histológico (ver apartado 3.2.11). 

Trabajamos con los siguientes grupos:  

1. Control. 

2. Genisteína. 

3. Bexaroteno. 

4. Bexaroteno + genisteína. 

Los animales son hembras transgénicas APPswe/PS1dE9 de 8±0,6 meses: 

 N= 16 hembras. 

 n=3-4 por grupo. 

A estos grupos se les administró por vía oral las siguientes dosis: 

 Bexaroteno: 100 mg/kg/día. 

 Genisteína: 0,022mg/kg/día. 

 Bexaroteno + genisteína a las mismas concentraciones indicadas 

anteriormente. 

En la tabla 3.2 podemos ver la progresión del tratamiento que siguieron los 

ratones durante la duración del experimento: 
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Tabla 3.2 Progresión del tratamiento. Gen-genisteína; Bex-bexaroteno. 

3.2.15 Diseño experimental del consumo de glucosa por 

tomografía de emisión de positrones 

Se ha medido también la captación de glucosa en cerebro. Ya que el modelo 

animal lleva 2 transgenes vehiculados al sistema nervioso central, es importante 

ver cómo se comporta este órgano, y más teniendo en cuenta que estamos 

tratando con una enfermedad neurológica. Los animales empleados en este 

experimento no recibieron ningún tipo de tratamiento ni se realizó ninguna 

manipulación hasta el momento de la prueba de tomografía por emisión de 

positrones. 

Para determinar el consumo de glucosa hemos medido: 

 Captación de glucosa por tomografía de emisión de positrones. 

Para ver diferencias en el consumo de glucosa debidas al sexo y al tipo genético 

estos experimentos los realizamos en ratones: 

 Machos y hembras. 

 WT y TG. 

Para ver la evolución del consumo de glucosa asociado a la enfermedad a lo largo 

de la vida del animal, contamos con 3 grupos de diferentes edades: 

 3-5 meses. 

 10-13 meses. 

 20-26 meses.  

Los animales son transgénicos APPswe/PS1dE9 y wild type: 

 N= 62. 

 n=4-7 por grupo. 

Día 1 2 3 4

Tratamiento Ovariectomía Gen Gen Gen Gen Bex Gen+Bex

Grupo 1,2,3,4 2,4 2,4 2,4 2 3 4

5

Día 8

Tratamiento Gen Bex Gen+Bex Gen Bex Gen+Bex Sacrificio

Grupo 2 3 4 2 3 4 1,2,3,4

6 7
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3.2.16 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se ha usado el programa IBM SPSS statistics 19. Se ha 

tomado un intervalo de confianza al 95% (p= 0.05) para aceptar que hay una 

diferencia estadísticamente significativa entre las medias de los grupos.  

Se ha usado la prueba T para comparar 2 medias. 

Se usado el test estadístico ANOVA en el caso de que se comparen más de 2 

medias con un factor de variación. Si la n de los grupos a comparar no es igual en 

todos ellos se ha usado la comparación de Scheffé. En el caso de que la n de los 

grupos a comparar sea igual en todos ellos dependerá de la prueba de 

homogeneidad de las varianzas. Si no es significativa se ha usado la comparación 

de Tukey, si es significativa se ha usado el método de Games-Howell.
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                                                                                                                   Resultados y discusión 

P
ág

in
a1

1
5

 

4.1 JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que provoca 

la pérdida gradual de las funciones cognitivas (Becker, J.T. 2002; Craig, D. 2005), y 

que está ligada al envejecimiento y al estrés oxidativo, como se ha demostrado en 

varios estudios (Smith, M.A. 1996; Nunomura, A. 1999; Castellani, R.J. 2001). La 

gran mayoría de los estudios en humanos se han centrado en el sistema nervioso, 

a través de donantes de órganos en humanos post mortem, o de forma indirecta, a 

través del estudio del fluido cerebroespinal, que refleja lo que ocurre en el sistema 

nervioso (Fagan, A.M. 2011; Handoko, M. 2013). También hay una cantidad muy 

grande de estudios referidos a las capacidades cognitivas, basados en test de 

comportamiento, y que tratan de catalogar las fases cognitivas de los pacientes o 

de los modelos animales (Andersen, K. 1999; Becker, J.T. 2002; Craig, D. 2005; 

Harrison, F.E. 2009). Otros estudios se refieren a la administración de 

tratamientos farmacológicos (Cummings, J.L. 2004; Shen, Z.X. 2004), o de 

sustancias antioxidantes (Sano, M. 1997; Lloret, A. 2009). Todo lo relacionado con 

el sistema nervioso puede tener consecuencias que afectarán en diversa medida al 

resto del cuerpo. Una posible relación se establece al determinar que hay βA en el 

plasma (Prelli, F. 1988; Slemmon, J.R. 2007; Takechi, R. 2009). Esta circulación 

sistémica podría afectar a los órganos, pero no se ha demostrado una relación con 

el estado del resto del cuerpo. 

Por evidentes razones éticas no es posible realizar ciertos estudios en humanos, 

como el análisis de órganos, por lo que se emplean modelos animales. El modelo 

elegido por nuestro grupo de investigación es el ratón doble transgénico para la 

EA (ver apartado 3.1.1 de metodología), porque es un modelo que desarrolla 

particularidades de la patología asociada a la EA en humanos, como es el depósito 

y posterior aparición de las placas de βA en el ratón (Jankowsky, J.L. 2004) (ver 

Figura 1.16). 

En la 1ª parte de este trabajo hemos analizado el hígado. ¿Por qué hemos hecho 

esta elección, si la EA es una enfermedad neurodegenerativa? No se puede perder 

de vista el comportamiento somático en cualquier tipo de enfermedad. Una 

perturbación de la homeostasis en una zona determinada, y más tratándose del 

sistema nervioso, puede repercutir en diversas patologías asociadas por el resto 

del cuerpo, entre ellas el hígado. El hígado tiene, entre otras, la función de servir 

como un agente detoxificante de la sangre, por lo que será muy importante para 

eliminar restos nocivos que se encuentren en el sistema vascular sanguíneo, como 

el péptido amiloideo característico de esta patología neurológica. Por esto, a la 

hora de un hipotético tratamiento para la EA, es de vital importancia conocer el 

estado del hígado.  
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La medida del estrés oxidativo hepático es una de las maneras de evaluar la 

toxicidad debida a la EA. A más daño oxidativo, en peor estado estarán las 

biomoléculas y por tanto perderán la funcionalidad biológica para la que están 

diseñadas. Si pierden su función, evidentemente derivará en problemas de salud 

para el organismo en cuestión, tanto en ratones como en humanos. 

Cómo explicar que la EA, que es una enfermedad asociada al sistema nervioso, 

pueda influir en el hígado. Para ello es necesario determinar el camino que sigue 

el péptido amiloideo desde el sistema nervioso central al hígado. Los 

transportadores LRP1 y RAGE son fundamentales en este proceso. LRP1 se 

encarga del aclaramiento cerebral del βA, lo saca hacia la sangre (Shibata, M. 

2000; Deane, R. 2004), y es capaz de introducirlo en el hígado (Tamaki, C. 2006). 

El RAGE a nivel cerebral tiene el papel contrario, es decir, lo transporta desde la 

sangre hacia el cerebro (Deane, R. 2003). Por ello determinamos los niveles de los 

transportadores para ver su papel en el estado del hígado. 

El estudio del mecanismo de aclaramiento cerebral del βA nos llevó a interesarnos 

por elementos que sean capaces de contribuir a este proceso. Al disminuir la 

patología amiloidea asociada a la EA, se espera contribuir a la mejora de los 

síntomas de la enfermedad. 

Uno de los puntos importantes fue el artículo de Cramer et al., en que consiguen 

aliviar la patología amiloidea asociada en un modelo murino para la EA, con un 

tratamiento con bexaroteno (Cramer, P.E. 2012). Este medicamento es un 

agonista del receptor retinoide X (RXR), el cual funciona formando un dímero con 

el receptor activado de proliferación de los peroxisomas γ (PPARγ), que hace que 

se sobreexprese la apolipoproteína E, la cual es responsable de la degradación del 

βA (Jiang, Q. 2008). 

Nuestro grupo publicó hace unos años que la genisteína incrementa los niveles de 

PPARγ (Valles, S.L. 2010). Por tanto, si aumentamos la disponibilidad del factor de 

transcripción se debería potenciar el efecto del medicamento. 

Los resultados obtenidos de todos estos experimentos son los que mostramos en 

los siguientes apartados. 
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4.2 ESTRÉS OXIDATIVO EN HÍGADO 

Analizamos parámetros de estrés oxidativo en hígado. Para ello determinamos  

como fuente de estrés oxidativo la tasa de producción de peróxido de hidrógeno 

en mitocondrias hepáticas. Como medidas de daño oxidativo determinamos la 

oxidación de proteínas, medida como la carbonilación de las proteínas, y niveles 

de lipoperoxidación, mediante la determinación del malondialdehído (MDA). 

Iniciamos la investigación determinando el estado del hígado a través de la 

medida del estrés oxidativo. Si en el hígado vemos cambios entre los animales WT 

y TG se deberán al hecho de ser transgénicos o no, porque las condiciones de vida 

son exactamente iguales para ambos tipos genéticos. Para este experimento 

contamos con animales machos y hembras. Nuestro grupo de investigación ha 

comprobado que existen diferencias en el estrés oxidativo entre sexos, debido 

principalmente al papel de los estrógenos (Borras, C. 2003; Viña, J. 2003; Viña, J. 

2005a; Viña, J. 2005b; Viña, J. 2010), por lo que es importante valorar este factor. 

También contamos con 3 grupos de diferentes edades, de esta manera podemos 

ver la evolución de la patología  a lo largo de la vida del animal. El diseño 

experimental de esta parte lo encontramos en el apartado 3.2.12 de metodología. 

4.2.1 Tasa de producción de peróxido de hidrógeno en 

mitocondrias hepáticas 

Se ha medido la producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias porque 

son la principal fuente de radicales libres en la célula (Miquel, J. 1980), y la 

relación de la EA con el estrés oxidativo está ligada claramente a la mitocondria a 

través de la inducción de la formación de radicales libres por el βA (Lustbader, 

J.W. 2004; Lloret, A. 2008). Las figuras 4.1-4.5 muestran los resultados de la tasa 

de producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias hepáticas. Esta 

producción es importante porque el peróxido de hidrógeno puede ser por sí solo 

un oxidante, y porque da lugar al radical hidroxilo (ver apartado 1.2 de la 

introducción). Este parámetro se ha medido por fluorimetría (ver apartado 3.2.3 

de metodología) (Barja, G. 1998). 
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4.2.1.1 Tasa de producción de H2O2 en mitocondrias hepáticas de 

ratones de 3-5 meses 

En la figura 4.1 vemos los resultados de la tasa de producción de peróxido de 

hidrógeno en mitocondrias hepáticas para la edad de 3-5 meses machos y 

hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre machos y hembras no hay diferencias significativas. 

Lo que nos permite deducir que no se puede establecer una relación entre este 

parámetro y el tipo genético a la edad de 3-5 meses, ni en el sexo a esta edad. A 

pesar de que la estadística no sea significativa, sí que hay una clara tendencia del 

ratón TG a una mayor tasa de producción de peróxido de hidrógeno en 

mitocondrias hepáticas. 

 

Figura 4.1 Tasa de producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias 

hepáticas de ratones de 3-5 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron de 4-5 ratones. 
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4.2.1.2 Tasa de producción de H2O2 en mitocondrias hepáticas de 

ratones de 10-13 meses 

En la figura 4.2 vemos los resultados de la tasa de producción de peróxido de 

hidrógeno en mitocondrias hepáticas para la edad de 10-13 meses, machos y 

hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre machos y hembras no hay diferencias significativas. 

Lo que nos permite deducir que no se puede establecer una relación entre este 

parámetro y el tipo genético a la edad de 10-13 meses, ni en el sexo a esta edad. 

 

Figura 4.2 Tasa de producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias 

hepáticas de ratones de 10-13 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron de 6-12 ratones. 
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4.2.1.3 Tasa de producción de H2O2 en mitocondrias hepáticas de 

ratones de 20-26 meses 

En la figura 4.3 vemos los resultados de la tasa de producción de peróxido de 

hidrógeno en mitocondrias hepáticas para la edad de 20-26 meses, machos y 

hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre machos y hembras no hay diferencias significativas. 

Lo que nos permite deducir que no se puede establecer una relación entre este 

parámetro y el tipo genético a la edad de 20-26 meses, ni en el sexo a esta edad. A 

pesar de que no hay una diferencia estadísticamente significativa el ratón WT 

tiene una tendencia a una mayor tasa de producción de peróxido de hidrógeno en 

mitocondrias hepáticas. 

 

Figura 4.3 Tasa de producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias 

hepáticas de ratones de 20-26 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron 5 ratones. 
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4.2.1.4 Tasa de producción de H2O2 en mitocondrias hepáticas en 

ratones macho de distintas edades 

En la figura 4.4 vemos la tasa de producción de peróxido de hidrógeno en 

mitocondrias hepáticas en los ratones machos WT y TG con la edad, observamos 

que: 

 En los ratones TG hay diferencias significativas. Los ratones de 3-5 meses 

tienen mayor tasa de producción de peróxido de hidrógeno en las 

mitocondrias hepáticas, respecto a los grupos de 10-13 meses y 20-26 

meses de edad. 

 En ratones WT no hay diferencias significativas entre las distintas edades. 

Esto nos permite deducir que el ratón TG macho tiene una menor producción de 

radicales libres con la edad en mitocondrias hepáticas. 

 

Figura 4.4 Tasa de producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias 

hepáticas de machos.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05, **=p<0,01. En cada grupo experimental se 

utilizaron de 4-7 ratones. 
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4.2.1.5 Tasa de producción de H2O2 en mitocondrias hepáticas en 

ratones hembra de distintas edades 

En la figura 4.5 vemos la tasa de producción de peróxido de hidrógeno en 

mitocondrias hepáticas en las hembras WT y TG con la edad, observamos que: 

 En los ratones TG hay diferencias significativas. Los ratones de 3-5 meses 

tienen mayor tasa de producción de peróxido de hidrógeno en las 

mitocondrias hepáticas, respecto a los grupos de 10-13 meses y 20-26 

meses de edad. 

 En ratones WT no hay diferencias significativas entre las distintas edades. 

Esto nos permite deducir que en el ratón TG hembra tiene una menor producción 

de radicales libres con la edad en mitocondrias hepáticas. 

 

Figura 4.5 Tasa de producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias 

hepáticas de hembras.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

5-12 ratones. 
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4.2.1.6 Discusión de la tasa de producción de H2O2 en mitocondrias 

hepáticas 

En la comparación entre TG y WT no observamos diferencias significativas en 

ninguno de los grupos del estudio debidas al sexo o al tipo genético. No obstante 

al comparar las edades de los ratones sí que apreciamos diferencias (figuras 4.4 y 

4.5). 

La diferencia más llamativa es la reducción de tasa de producción de H2O2 en 

mitocondrias hepáticas en las diferentes edades del ratón TG. Este resultado es 

completamente contrario a las observaciones previas de nuestro grupo, en que el 

envejecimiento afectaba al hígado aumentando esta fuente de radicales libres 

(Sastre, J. 1996). También contradice la teoría de los radicales libres en el 

envejecimiento de Harman (Harman, D. 1956). 

En los animales WT tampoco observamos un aumento de la producción de H2O2, 

hecho que deberíamos esperar si los resultados se ajustaran a la teoría de Harman 

(Harman, D. 1956) o a los resultados previos (Sastre, J. 1996). No obstante no 

existe un descenso como en los ratones TG, la tasa de producción de H2O2 se 

mantiene en números similares en las 3 edades estudiadas. 

Así pues tenemos un inesperado resultado que requiere seguir adelante con la 

investigación para tratar de esclarecer los motivos del mismo. 
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4.2.2 Proteínas carboniladas en hígado 

Las proteínas son fundamentales en las funciones fisiológicas de los seres vivos. 

Son las que realmente van a ejercer un papel clave en el metabolismo, como las 

reacciones enzimáticas (Oliver, C.N. 1987), controlando el intercambio de ciertas 

sustancias a través de la membrana, o regulando la expresión génica (Pognonec, P. 

1992) etc. Cambios en la conformación estructural como los que se pueden dar 

por la oxidación hacen que la proteína pierda la capacidad de realizar su función 

(Dean, R.T. 1993). Al medir la oxidación de las proteínas, tenemos un indicador 

muy fiable del estado del órgano, de la capacidad que tendrá para funcionar con 

normalidad. Una forma de oxidación son los grupos carbonilo, que indican que en 

el C en que se encuentren ha habido un proceso oxidativo. Loa aminoácidos más 

susceptibles de carbonilación son lisina, arginina, prolina o treonina (Stadtman, 

E.R. 1993). 

Estos grupos carbonilo se detectan mediante western blotting (ver apartado 3.2.6 

de metodología). En las figuras 4.6-4.10 tenemos los resultados de la 

carbonilación proteica. 
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Prot. carb. Rojo Ponceau

4.2.2.1 Proteínas carboniladas en hígado de ratones de 3-5 meses 

En la figura 4.6 vemos la carbonilación proteica en hígado en ratones de 3-5 

meses machos y hembras, observamos que: 

 Entre los ratones machos hay diferencias significativas. Hay mayor nivel 

de carbonilación proteica en el ratón TG que en el WT. 

 En hembras no hay diferencias entre WT y TG. 

 En los ratones WT hay diferencias significativas. Hay mayor nivel de 

carbonilación proteica en hembras que en machos. 

De esto podemos deducir que el ratón macho TG tiene un mayor daño oxidativo a 

proteínas en hígado que el WT. 

 

 

Figura 4.6 Carbonilación proteica en hígado de ratones de 3-5 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron 5 

ratones. Se ha utilizado el rojo ponceau como control de carga. 
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Prot. carb. Rojo Ponceau

4.2.2.2 Proteínas carboniladas en hígado de ratones de 10-13 meses 

En la figura 4.7 vemos la carbonilación proteica en hígado en ratones de 10-13 

meses machos y hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre machos y hembras no hay diferencias significativas. 

Lo que nos permite deducir que no se puede establecer una relación entre este 

parámetro y el tipo genético a la edad de 10-13 meses, ni en el sexo a esta edad. 

 

  

Figura 4.7 Carbonilación proteica en hígado de ratones de 10-13 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron 5 ratones. Se ha utilizado el rojo ponceau como control de 

carga. 
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Prot. carb. Rojo Ponceau

4.2.2.3 Proteínas carboniladas en hígado de ratones de 20-26 meses 

En la figura 4.8 vemos la carbonilación proteica en hígado en ratones de 20-26 

meses machos y hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre sexos hay diferencias significativas. Los machos de ambos tipos 

genéticos tienen mayor nivel de carbonilación proteica que las hembras. 

De esto deducimos que los machos tienen mayor oxidación proteica que las 

hembras en el hígado a esta edad. 

   

Figura 4.8 Carbonilación proteica en hígado de ratones de 20-26 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

4-6 ratones. Se ha utilizado el rojo ponceau como control de carga. 
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4.2.2.4 Proteínas carboniladas en hígado de ratones macho a distintas 

edades 

En la figura 4.9 vemos la carbonilación proteica en hígado en los machos WT y TG 

con la edad, observamos que: 

 En los ratones TG no hay diferencias significativas. 

 En ratones WT hay un aumento significativo de carbonilación proteica en 

el grupo de  10-13 meses respecto al de 3-5 meses y al de 20-26 meses. 

Lo que nos permite deducir que no se puede establecer una relación clara entre 

este parámetro y la edad. A pesar de que la estadística no sea significativa, sí que 

hay una clara tendencia del ratón TG a una menor carbonilación proteica con la 

edad. 

 

Figura 4.9 Carbonilación proteica en hígado de machos.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

4-6 ratones. 
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4.2.2.5 Proteínas carboniladas en hígado de ratones hembra a distintas 

edades 

En la figura 4.10 vemos la carbonilación proteica en hígado en las hembras WT y 

TG con la edad, observamos que: 

 Entre los ratones TG no hay diferencias significativas.  

 En ratones WT hay un nivel significativamente menor de carbonilación en 

el grupo de 20-26 meses respecto al de 10-13 meses. 

De esto deducimos que no se puede establecer una relación clara en este 

parámetro en las hembras WT y TG con la edad. 

 

Figura 4.10 Carbonilación proteica en hígado de hembras.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron 5 

ratones. 
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4.2.2.6 Discusión de proteínas carboniladas en hígado 

Al comparar los diferentes grupos encontramos diferencias significativas debidas 

al tipo genético en la edad de 3-5 meses (figura 4.6). El ratón TG tiene más 

carbonilación proteica que el WT. Correlaciona con bastante exactitud con los 

datos obtenidos de la producción de peróxido de hidrógeno (figura 4.1), lo que 

permitiría explicarlo. Al haber menos producción de radicales libres, debe haber 

menos daño oxidativo. 

También vemos diferencias debidas al sexo, a los 3-5 meses el ratón WT macho 

tiene menos carbonilos en los proteínas que la hembra (figura 4.6). Este es un 

hecho poco esperable, conocido el papel protector de los estrógenos en las 

hembras (Borras, C. 2003), y por el hecho de que no se repite el resultado visto en 

la producción de peróxido de hidrógeno (figura 4.1). También hay una diferencia 

muy clara en la edad de 20-26 meses (figura 4.8). Aquí vemos que los machos 

tienen una mayor carbonilación que las hembras, que puede ser atribuible, ahora 

sí, al papel protector de las hormonas femeninas. Este resultado no tiene una 

correlación exacta con la producción de peróxido de hidrógeno, debido 

seguramente a que hay más factores que influyen la oxidación de las proteínas 

(Dean, R.T. 1993). 

Con la edad se puede destacar el descenso de la carbonilación proteica en los 

ratones TG (figuras 4.9-4.10), correlacionando de forma positiva con la 

producción de peróxido de hidrógeno (figuras 4.4-4.5), y confirmando así el 

descenso del estrés oxidativo en los ratones TG. 
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4.2.3 Malondialdehído en hígado 

La lipoperoxidación es el proceso de la oxidación de los lípidos en las membranas 

biológicas, capaz de provocar una alteración estructural en las mismas que 

desemboca en una pérdida de fluidez y, por tanto, una pérdida de funcionalidad. 

El  MDA es uno de los productos generados durante este proceso, y por ello, se usa 

para conocer el nivel de oxidación lipídica de las membranas celulares. La 

determinación del MDA se ha llevado a cabo mediante HPLC (ver apartado 3.2.7 

de metodología). 

4.2.3.1 MDA en hígado de ratones de 3-5 meses 

En la figura 4.11 vemos los niveles de MDA en hígado en ratones de 3-5 meses 

machos y hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre machos y hembras no hay diferencias significativas. 

De esto podemos deducir que no se puede establecer una relación entre este 

parámetro y el tipo genético a la edad de 3-5 meses, ni en el sexo a esta edad. 

 

Figura 4.11 Niveles de MDA en hígado de ratones de 3-5 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron 5 ratones. 
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4.2.3.2 MDA en hígado de ratones de 10-13 meses 

En la figura 4.12 vemos los niveles de MDA en hígado en ratones de 10-13 meses 

machos y hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre machos y hembras sí que observamos diferencias significativas. Las 

hembras tienen más MDA que los machos. 

De esto podemos deducir que las hembras tienen mayor lipoperoxidación que los 

machos WT y TG a esta edad en hígado. 

 

Figura 4.12 Niveles de MDA en hígado de ratones de 10-13 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos **=p<0,01. En cada grupo experimental se utilizaron 

de 4-5 ratones. 
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4.2.3.3 MDA en hígado de ratones de 20-26 meses 

En la figura 4.13 vemos los niveles de MDA en hígado en ratones de 20-26 meses 

machos y hembras, observamos que: 

 Entre el ratón TG y el WT no hay diferencias significativas. 

 Entre machos y hembras no hay diferencias significativas. 

 En hembras hay diferencias significativas. El WT tiene mayor nivel de 

MDA que el TG. 

Lo que nos permite deducir que no se puede establecer una relación entre este 

parámetro y el sexo a la edad de 20-26 meses. Hay una mayor lipoperoxidación en 

el ratón WT frente al TG en hígado. 

 

Figura 4.13 Niveles de MDA en hígado de ratones de 20-26 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

4-6 ratones. 
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4.2.3.4 MDA en hígado de ratones macho a distintas edades 

En la figura 4.14 vemos los niveles de MDA en hígado en ratones machos WT y TG 

con la edad, observamos que: 

 En los ratones TG hay diferencias significativas. El grupo de 3-5 meses 

tiene mayor nivel de MDA que los grupos de 10-13 y de 20-26 meses. 

 En los ratones WT hay diferencias significativas. El grupo de 3-5 meses 

tiene mayor nivel de MDA que el de 10-13 meses. 

A partir de esto podemos deducir que hay menor lipoperoxidación en hígado con 

la edad en ratones WT y TG machos. 

 

Figura 4.14 Niveles de MDA en hígado de machos.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05 **=p<0,01. En cada grupo experimental se 

utilizaron de 4-6 ratones. 
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4.2.3.5 MDA en hígado de ratones hembra a distintas edades 

En la figura 4.15 vemos los niveles de MDA en ratones hembras WT y TG con la 

edad, observamos que: 

 En los ratones TG hay diferencias significativas. El grupo de 3-5 meses 

tiene mayor nivel de MDA que los grupos de 10-13 y de 20-26 meses. 

 En ratones WT no hay diferencias significativas entre las distintas edades. 

A partir de esto podemos deducir que hay menor lipoperoxidación en hígado con 

la edad en ratones TG hembras. 

 

Figura 4.15 Niveles de MDA en hígado de hembras.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

4-5 ratones. 
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4.2.3.6 Discusión de malondialdehído en hígado 

Solo en uno de los grupos vemos diferencias significativas debidas al tipo 

genético. Es en hembras de 20-26 meses (figura 4.13). Aquí observamos que las 

hembras WT tienen más MDA que las TG. No hay una explicación clara para esto, 

ya que no observamos correlación en los mismos grupos para la producción de 

peróxido de hidrógeno (figura 4.3). 

Sí que vemos diferencias debidas al sexo. A los 10-13 meses los machos tienen 

menos MDA que las hembras (figura 4.12).  De nuevo tenemos un hecho poco 

esperable, ya que vemos que en este caso los estrógenos no poseen el papel 

protector que esperamos. Tampoco vemos una correlación con la producción de 

peróxido de hidrógeno ni con la carbonilación proteica, en que no habíamos visto 

ninguna diferencia (figuras 4.2-4.7). 

Encontramos una diferencia significativa en los ratones WT de 3-5 meses y los de 

10-13 meses, en los que el primer grupo tiene niveles más altos de MDA que el 

segundo. En este punto tampoco vemos una correlación positiva con la 

producción de peróxido de hidrógeno. 

Una posible explicación para la falta de correlación en estos grupos es que hay 

más factores que han influenciado el estrés oxidativo, recordemos que hay 

muchos más radicales capaces de afectar este parámetro (Cheeseman, K.H. 1993). 

Es comparando la edad de los ratones TG cuando se ven diferencias importantes. 

Hay que destacar el descenso de los niveles de MDA en los ratones TG machos y 

hembras (figuras 4.14-4.15), correlacionando de forma positiva con la producción 

de peróxido de hidrógeno (figuras 4.4-4.5) y con la carbonilación proteica (figuras 

4.9-4.10). 

Llegados a este punto podemos decir con claridad que el estrés oxidativo hepático 

disminuye durante el envejecimiento en el modelo de ratón APP/PS1 para la 

enfermedad de Alzheimer. Las causas de este resultado tratamos de explicarlas en 

los siguientes apartados. 
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4.2.4 Discusión de los resultados de estrés oxidativo en hígado 

4.2.4.1 Hipótesis varias 

Para explicar la causa de la reducción de la producción de radicales libres y el 

daño oxidativo en hígado tenemos varias hipótesis. 

Pueden deberse a que el hígado esté generando βA (Sutcliffe, J.G. 2011), hecho 

muy poco probable debido a que los transgenes que codifican para la EA del ratón 

TG están vehiculados al sistema nervioso central (Jankowsky, J.L. 2004). Además, 

está descrito que el βA sale del cerebro (Trommsdorff, M. 1998; Shibata, M. 2000; 

Deane, R. 2004), se transporta por la sangre (Sagare, A. 2007; Zlokovic, B.V. 2010), 

y que el hígado es el principal órgano donde se capta y se degrada (Ghiso, J. 2004; 

Tamaki, C. 2006). 

Se ha descrito que las células en proliferación tienen mayor estrés oxidativo 

(Garcia-Gimenez, J.L. 2012). También se ha visto que el hígado pierde capacidad 

de regeneración durante el envejecimiento (Iakova, P. 2003). Si este órgano ve 

menguada su tasa de renovación, podría ir acompañada de una reducción del 

estrés oxidativo. Descartamos esta hipótesis ya que si es cierta y el factor 

fundamental es la edad, en los ratones WT también habría una pérdida de 

funcionalidad, y por tanto observaríamos un descenso en los parámetros 

oxidativos medidos igual al que vemos en el ratón TG. 

Sabiendo que el βA es capaz de llegar al hígado, otra hipótesis en la que pensamos 

es la de la hormesis. La hormesis es un concepto que nos dice que pequeñas 

agresiones continuas acaban provocando una respuesta adaptativa, que reduce el 

daño provocado (Calabrese, E.J. 1987). En este caso las agresiones a las células 

hepáticas por el βA durante la vida de los ratones sería una manera de explicar el 

cambio que observamos en la producción de peróxido de hidrógeno mitocondrial 

en el hígado a lo largo de la edad. La situación se puede identificar con el principio 

de la hormesis, a los 3-5 meses aún no se ha producido una adaptación al estrés 

oxidativo causado. En ratones de 10-13 meses el animal ya empieza a tener una 

cierta resistencia al βA, y en ratones de 20-26 meses ya hay una clara protección 

frente al péptido amiloideo (ver figuras 4.4-4.5-4.9-4.10-4.14-4.15). 

Los niveles de βA que se han encontrado en el suero sanguíneo en ratones doble 

transgénicos no son suficientes para provocar un déficit cognitivo (Liu, L. 2003), 

pero sí para inducir un proceso hormético, que hará que los ratones tengan menos 

estrés oxidativo, en el caso de que el βA sea el responsable. Si tenemos en cuenta 

la hipótesis de que el βA provoca estrés oxidativo (Smith, M.A. 1996; Lloret, A. 

2008), el modelo se asemejaría más al humano en edades tempranas, de 3-5 

meses. No obstante, estos estudios se refieren a nivel del sistema nervioso. 
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También existe la posibilidad de que en humanos se dé la misma situación, que 

exista un proceso de hormesis en una fase preclínica, el cual produciría una 

adaptación en el hígado que lo acabaría protegiendo frente al estrés oxidativo 

durante el transcurso de la enfermedad. Todo esto nos sugiere que se estaría 

desarrollando algún mecanismo adaptativo en los hepatocitos, por el que se 

reduce el estrés oxidativo asociado a la EA. 

Finalmente tenemos la hipótesis de que en el proceso de detoxificación del βA se 

generan radicales libres. Si asumimos que cuanto mayor es el animal más βA 

tiene, debería llegar en mayor cantidad al hígado. También es cierto que la 

mayoría del péptido se acumula en las placas en el cerebro, por tanto es posible 

que haya un menor flujo hacia fuera del cerebro. Así explicaríamos que al no llegar 

tanto βA al hígado se redujera el estrés oxidativo. 

Para confirmar alguna de estas hipótesis se debe profundizar más en la 

investigación, tratar de determinar si una de ellas es la correcta, si son falsas o si 

en el proceso oxidativo se dan de forma conjunta. 

4.2.4.2 Valoración global del estrés oxidativo en hígado 

Según la teoría del envejecimiento de los radicales libres de Harman (Harman, D. 

1956) los animales deberían mostrar un aumento del estrés oxidativo con la edad. 

No obstante, esta teoría se demuestra cierta, pero solo en parte. Por ejemplo en 

ciertos estudios se demuestra que a mayor estrés oxidativo mayor longevidad 

(Yang, W. 2010). Hay que pensar también que el hígado tiene una tasa de 

regeneración muy alta, y puede mantenerse en mejor estado que otros órganos 

como el cerebro. 

Si comparamos los diferentes parámetros medidos, vemos que hay una 

correlación bastante alta entre la producción de radicales libres y el daño 

oxidativo. En los animales WT vemos que no hay cambios importantes con la 

edad. Esta ausencia de diferencias en las medidas de MDA y proteínas 

carboniladas puede deberse a que se han determinado en hígado entero, en lugar 

de en mitocondrias, que es donde se generan la mayor parte de los radicales libres 

(Miquel, J. 1980). 

En cuanto a las diferencias de sexo vemos que no correlacionan entre sí. En la 

carbonilación proteica en ratones de 20-26 meses (figura 4.8) hay más 

carbonilación en los machos, hecho que no se corresponde con la producción de 

peróxido de hidrógeno (figura 4.3) ni con los niveles de MDA (figura 4.13), en que 

no observamos diferencias. Tampoco vemos correlación en los niveles de MDA a 

los 10-13 meses (figura 4.12) en que hay un mayor nivel en las hembras, respecto 

a las medidas de la producción de peróxido de hidrógeno (figura 4.2) ni con los de 
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carbonilación proteica (figura 4.7). No debería sorprendernos que no exista 

prácticamente diferencias entre machos y hembras, puesto que se ha descrito que 

si no hay diferencias en la longevidad entre sexos no hay diferencias en el estrés 

oxidativo (Sanz, A. 2007). Se confirma al comprobar que en el ratón C57/Bl6 no 

hay diferencias de longevidad asociadas al sexo, y estas aparecen si se induce un 

cambio en el estrés oxidativo (Ali, S.S. 2006). 

En la comparación de las edades de los animales TG la reducción de la tasa de 

producción de peróxido de hidrógeno va acompañada del descenso en los niveles 

de proteínas carboniladas y de MDA. Esto explica que hay menor producción de 

radicales, y se traduce en menor daño oxidativo. Sugiere que la defensa 

antioxidante no tiene un papel relevante en este aspecto. Si se activara alguna de 

las enzimas encargadas de detoxificar el peróxido de hidrógeno, la catalasa o la 

glutatión peroxidasa (ver apartado 1.2.3 de la introducción) veríamos que la 

producción de radicales sería alta y el daño oxidativo no cambiaría. 

Como hemos comentado, el hecho de que la producción de peróxido de hidrógeno 

se correlaciona con los niveles de oxidación medidos no significa necesariamente 

que tenga una relación causal, ya que hay otras fuentes de radicales libres (ver 

apartado 1.2.2 de la introducción). La medida de la expresión de genes 

antioxidantes, así como su actividad enzimática también sería de mucha utilidad. 

Sobre todo la expresión de la glutatión peroxidasa y catalasa, principales 

detoxificadoras del peróxido de hidrógeno, y superóxido dismutasa, la regulación 

de los cuales indicaría el estado en que están las defensas antioxidantes de la 

célula. 

La fosforilación de p38 (p-p38) es un indicador de estrés oxidativo. Las medidas 

pueden ser muy interesantes, ya que los niveles de βA y p-p38 están relacionados, 

si bajan los niveles de βA baja también la fosforilación de p38, y también al 

contrario, si disminuye p-p38 también hay una disminución del βA (Zhu, X. 2005). 

Por tanto medir la fosforilación de p38 puede ser indicativo de la cantidad del 

péptido amiloideo. Si baja p-p38 puede ser que haya  un descenso de los niveles 

de βA somáticos, explicando así el descenso en el estrés oxidativo. No obstante, si 

no vemos cambios en p-p38, la disminución del estrés oxidativo que observamos 

con la edad en los ratones transgénicos puede ser por una adaptación a la 

toxicidad del βA, que el organismo se vuelva resistente a su acción. 

Con los datos de los que disponemos no se puede emitir un juicio claro sobre el 

modelo animal doble transgénico APPswe/PS1dE9 para la EA en relación al 

hígado. Está claro que hay una adaptación al estrés oxidativo que pueden 

provocar los transgenes. No sabemos si este comportamiento está relacionado con 

lo que ocurre en humanos, puesto que hasta la fecha no hay estudios que lo 

corroboren. 
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4.3 CONSUMO DE GLUCOSA CEREBRAL 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que 

provoca la pérdida gradual de las funciones cognitivas, y que está ligada al 

envejecimiento y al estrés oxidativo. La aparición de placas del péptido βA y los 

ovillos neurofibrilares de la proteína TAU inducen una neurodegeneración en el 

cerebro. Esto provoca que el consumo de glucosa disminuya en pacientes con EA 

respecto a individuos sanos de edad equivalente, y durante la evolución de la 

enfermedad (Newberg, A. 2002; Pascual, B. 2010). 

La comprobación de este hecho en un modelo animal puede ayudar a valorar 

posibles tratamientos y líneas de investigación que, por evidentes razones éticas, 

no es posible realizar en humanos. 

Para estimar el consumo de glucosa se mide su captación por los tejidos mediante 

tomografía por emisión de positrones (ver apartado 3.2.9 de metodología). 

En la EA el cerebro se atrofia de forma gradual, motivo por el que la patología 

evoluciona en diferentes fases. Este hecho se puede determinar a partir del 

consumo de glucosa. Los órganos tienen una cierta tasa de consumo, que 

disminuye si pierden parte de su funcionalidad. Una manera de valorar a un 

paciente con EA es a través de la tomografía por emisión de positrones, que sirve 

para determinar el consumo de glucosa y comprobar así el estado del cerebro. 

Valoramos el consumo de glucosa comparando entre machos y hembras, y entre 

ratones WT y TG. También contamos con 3 grupos de diferentes edades, de esta 

manera podemos ver la evolución de la patología  a lo largo de la vida del animal. 

El diseño experimental de esta parte lo encontramos en el apartado 3.2.15 de 

metodología. 
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4.3.1 Tomografía por emisión de positrones en cerebro 

4.3.1.1 PET en cerebro de ratones de 3-5 meses 

En la figura 4.16 vemos la captación de glucosa cerebral en ratones de 3-5 meses 

machos y hembras, observamos que: 

 En ratones de 3-5 meses macho es significativamente mayor en el ratón 

TG frente al WT.  

 En hembras no se observan diferencias entre WT y TG. 

 Los ratones TG macho captan de forma significativa más glucosa que las 

hembras TG. 

De esto podemos deducir que el ratón TG macho tiene un mayor consumo de 

glucosa que no se corresponde con la realidad en humanos. 

                     

 

Figura 4.16 Captación de glucosa en cerebro de ratones de 3-5 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos **=p<0,01. ***=p<0,001. En cada grupo experimental 

se utilizaron 5 ratones. 
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4.3.1.2 PET en cerebro de ratones de 10-13 meses 

En la figura 4.17 vemos la captación de glucosa cerebral en ratones de 10-13 

meses machos y hembras, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre ratones WT y TG.  

 No hay diferencias significativas entre sexos. 

De lo que podemos deducir que no se corresponde con la realidad en humanos. 

               

 

Figura 4.17 Captación de glucosa en cerebro de ratones de 10-13 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron de 5-7 ratones. 
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4.3.1.3 PET en cerebro de ratones de 20-26 meses 

En la figura 4.18 vemos la captación de glucosa cerebral en ratones de 20-26 

meses machos y hembras, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre ratones WT y TG. 

 No hay diferencias significativas entre sexos. 

De lo que podemos deducir que no se corresponde con la realidad en humanos. 

                   

 

Figura 4.18 Captación de glucosa en cerebro de ratones de 20-26 meses.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron de 4-6 ratones. 
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4.3.1.4 PET en cerebro de ratones de macho a distintas edades 

En la figura 4.19 vemos la captación de glucosa en ratones WT y TG machos en las 

distintas edades, observamos que: 

 No hay diferencias entre los ratones TG. 

 En el ratón WT el grupo de 20-26 meses tiene un mayor consumo de 

glucosa que el de 10-13 meses. No hay diferencias con el de 3-5 meses. 

De lo que podemos deducir que no se corresponde con la realidad observada en 

humanos. 

                    

 

Figura 4.19 Captación de glucosa en cerebro de machos.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

4-6 ratones.  
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4.3.1.5 PET en cerebro de ratones de hembra a distintas edades 

En la figura 4.20 vemos la captación de glucosa cerebral en ratones WT y TG 

hembras en las distintas edades, observamos que: 

 En el ratón TG hay un consumo significativamente mayor en la edad de 

10-13 meses respecto a la edad de 3-5 meses. 

 En ratones WT no hay diferencias significativas entre las distintas edades. 

De lo que podemos deducir que no se corresponde con la realidad observada en 

humanos. 

                  

 

Figura 4.20 Consumo de glucosa cerebral en hembras.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

4-6 ratones. 
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4.3.2 Discusión de los resultados del consumo de glucosa cerebral 

4.3.2.1 Tomografía por emisión de positrones en cerebro total 

Los resultados obtenidos muestran que en el grupo de 3-5 meses el ratón TG 

macho consume más glucosa que el WT, y más que las hembras de su mismo tipo 

genético (figura 4.31). En el resto de grupos no observamos diferencias 

significativas, aunque sí que se observa una clara tendencia del ratón TG a 

consumir más glucosa en todos ellos (figuras 4.31 a 4.33). 

Esto no correlaciona con la realidad que se observa en humanos, en que el cerebro 

de pacientes con EA consume menos glucosa que en personas sanas. También se 

sabe que con el progreso de la EA el cerebro sufre una neurodegeneración cada 

vez mayor, lo que implica el descenso del consumo de glucosa a medida que 

avanza la patología (Newberg, A. 2002; Mosconi, L. 2005a; Mosconi, L. 2005b; 

Pascual, B. 2010). También en personas sanas se observa una reducción del 

consumo de glucosa durante el envejecimiento (Mosconi, L. 2008; Shen, X. 2013), 

aunque no de forma tan acusada como en la EA. 

En este punto, al comparar las edades de los ratones, vemos que no solo no 

desciende el consumo en ningún grupo, sino que incluso aumenta de forma 

significativa en las hembras TG (figuras 4.34-4.35). Si el modelo replicara la 

progresión humana observaríamos un descenso del consumo de glucosa con la 

edad. 

Experimentos previos de nuestro grupo muestran que el consumo de glucosa en el 

cerebro tiene una correlación inversa con el envejecimiento, a más edad menor 

consumo (Borras, C. 2009; Lopez-Grueso, R. 2010). Cabría esperar que se 

reprodujera la misma situación al comparar los distintos grupos durante el 

envejecimiento. No obstante no vemos que esto se corresponda con nuestros 

experimentos. Ni siquiera en los ratones WT vemos un descenso del consumo de 

glucosa con la edad. Estos resultados confirman lo visto por Poisnel et al. (Poisnel, 

G. 2011) de forma más extensa. Observan un aumento del consumo de glucosa 

asociado la edad en ratones APP/PS1, y además en las regiones más próximas a 

las placas. También se ha visto que hay una hiperactividad de células nerviosas 

como las neuronas y astrocitos, asociada al envejecimiento y a las placas 

amiloideas en modelos murinos de EA (Busche, M.A. 2008; Kuchibhotla, K.V. 

2009). 

4.3.2.2 Hipótesis varias 

Según esta última observación, la progresión de la patología amiloidea en los 

ratones TG podría explicar el mayor consumo de glucosa, al haber cada vez más 
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placas. El motivo por el que se da este fenómeno puede deberse a la degradación 

del βA por los astrocitos y la microglía. La degradación del péptido está mediada 

principalmente por apoE (Holtzman, D.M. 2001; Zlokovic, B.V. 2005a; Zlokovic, 

B.V. 2005b; Jiang, Q. 2008). Al sintetizarse en los astrocitos principalmente, 

implicaría un aumento en el metabolismo de estas células, y por tanto del 

consumo de glucosa. Efectivamente, se ha visto que los astrocitos tienen un mayor 

consumo de glucosa que las neuronas (Bolanos, J.P. 1995; Figley, C.R. 2011). 

Siguiendo la línea del aumento del metabolismo cerebral debido al aumento de 

placas, podría existir un aumento en el flujo sanguíneo para nutrir las células, que 

aportaría más glucosa al cerebro. De esta manera explicaríamos el aumento de su 

consumo. No obstante, se ha observado que el flujo sanguíneo cerebral disminuye 

a causa del βA (Niwa, K. 2000; Niwa, K. 2002; Meyer, E.P. 2008; Bell, R.D. 2009), 

por lo que el aumento del flujo sanguíneo no puede ser la causa del aumento en el 

consumo de glucosa cerebral. 

La relación entre la EA y el metabolismo de la glucosa es clara, al relacionarse de 

forma estrecha con la diabetes (Bierhaus, A. 2005; Kroner, Z. 2009; Han, W. 2010; 

Correia, S.C. 2012). Se ha visto que la enzima degradadora de la insulina (IDE) es 

capaz de degradar βA (Farris, W. 2003; Jiang, Q. 2008). De esta manera se 

establecería una competencia enzimática entre el βA y la glucosa. El aumento visto 

con la edad en los ratones TG se puede achacar a que haya más placas de βA, al no 

estar libre se reduciría su disponibilidad como sustrato para la IDE, resultando en 

una mayor captación de glucosa. De la misma manera, también se podría explicar 

el aumento en el consumo de glucosa visto en los ratones TG frente a los WT, ya 

que en los primeros hay una cantidad de βA que no tenemos en los ratones WT. 

En cualquier caso, los resultados obtenidos no concuerdan con la realidad 

observada en humanos. 
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4.4 DEL CEREBRO AL HÍGADO 

El estrés oxidativo que hemos visto en el hígado se provoca de alguna manera por 

la EA en el modelo animal. El camino que sigue el βA desde el cerebro al hígado es 

el siguiente eslabón de la cadena en la presente investigación. 

Para determinar este camino medimos los transportadores LRP1, tanto en hígado 

como en cerebro, y RAGE solo en cerebro. También cuantificamos la 

concentración de βA en plasma. 

Ya que en este modelo animal el βA propio de la EA se forma en el sistema 

nervioso central, el siguiente paso sería describir el mecanismo por el que se 

produce una interacción entre cerebro e hígado. En este punto de la investigación 

utilizamos solo machos. Al encontrar diferencias entre sexos en algunos 

parámetros de estrés oxidativo, como hemos descrito anteriormente, decidimos 

continuar la investigación solo en machos. El diseño experimental de esta parte lo 

encontramos en el apartado 3.2.13 de metodología. 

4.4.1 Niveles de LRP1 

LRP1 es un receptor implicado en el transporte del βA. La eliminación del péptido 

βA a través de la barrera hematoencefálica desde el cerebro hacia la sangre está 

mediada por este transportador. Esta circulación sistémica acaba en el hígado, 

donde también media la entrada del βA. Una vez en este punto se degrada, con la 

consiguiente eliminación del organismo (ver apartado 1.1.3.3 de la introducción). 

Hemos medido los niveles del transportador por western blotting (ver apartado 

3.2.5 de metodología). 
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4.4.1.1 Resultados de los niveles de LRP1 en cerebro 

En la figura 4.21 vemos los niveles de LRP1 en cerebro de ratones macho, 

observamos que: 

 No hay diferencias entre los ratones WT y TG dentro de cada una de las 

distintas edades. 

 En los ratones TG hay un menor nivel en el grupo de 20-26 meses que en  

los grupos de 3-5 meses y 10-13 meses. 

 En los ratones WT hay un menor nivel en el grupo de 20-26 meses que en  

los grupos de 3-5 meses y 10-13 meses. 

Lo que nos permite deducir que habrá una menor salida de βA del cerebro en 

los ratones TG y WT de 20-26 meses. 

   

 

Figura 4.21 Niveles de LRP1en cerebro.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05, **=p<0,01. En cada grupo experimental se 

utilizaron de 4-6 ratones.  
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4.4.1.2 Resultados de los niveles de LRP1 en hígado 

En la figura 4.22 vemos los niveles de LRP1 en hígado de ratones macho, 

observamos que: 

 En ratones TG hay mayor nivel que en el WT en las edades de 3-5 meses  y 

de 10-13 meses. 

 En ratones de 20-26 meses no hay ninguna diferencia significativa. 

 En ratones TG no hay diferencias significativas entre las distintas edades. 

 En ratones WT no hay diferencias significativas entre las distintas edades. 

Lo que nos permite deducir que el receptor LRP1 en el hígado se sobreexpresa en 

ratones TG, y que esta sobreexpresión desaparece con la edad. 

   

 

Figura 4.22 Niveles de LRP1en hígado.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 

2-5 ratones. 
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4.4.1.3 Discusión de los niveles de LRP1 

El transportador LRP1 parece tener un papel fundamental en los cambios en el 

estrés oxidativo observados en el hígado, ya que se encarga de sacarlo del cerebro 

e introducirlo en el hígado, en donde se degradará (Ghiso, J. 2004; Tamaki, C. 

2006) (ver apartado 1.1.3.3 de la introducción). 

A nivel del cerebro (figura 4.16) vemos que no hay cambios entre ratones WT y 

TG, pero sí que observamos cambios con la edad. Es en el grupo de 20-26 meses 

tanto en ratones WT como TG, donde hay un menor nivel que encajaría con la 

disminución del estrés oxidativo en ratones TG. Como hemos dicho en la 

introducción (ver apartado 1.1.3.3 de la introducción), el LRP1 interviene en la 

formación del βA, y en este proceso se reprime su expresión (Ulery, P.G. 2000; 

Pietrzik, C.U. 2002). Se ha visto que el cambio en el LRP1 no afecta a la deposición 

de βA en el hipocampo (Xu, G. 2012), por lo que la formación debe ser 

mayoritariamente de βA soluble, que sí que puede inducir cambios en el estrés 

oxidativo sistémico (Zerbinatti, C.V. 2004). 

Si durante toda la vida del animal TG se ha formado βA, con la consiguiente 

represión de la expresión del LRP1, explicaría por qué hay menos transportador. 

No obstante también se reduce de la misma manera en el ratón WT, que no tiene 

una formación de βA como el ratón TG, lo que sugiere que el envejecimiento es el 

factor fundamental que regula la expresión del transportador LRP1. 

Hay que destacar que la parte extracelular del LRP1 se puede escindir y actúa 

como transportador de βA por la sangre (Sagare, A. 2007). De esta manera 

contribuirá en mayor medida a su circulación sistémica, y por tanto a los cambios 

en el estrés oxidativo somáticos. 

A nivel del hígado (figura 4.17) observamos que el ratón TG tiene mayor nivel que 

el WT, excepto en el grupo de 20-26 meses. De alguna manera se induce una 

sobreexpresión del LRP1 hepático en los ratones TG de 3-5 meses y 10-13 meses. 

En el grupo de 20-26 meses ambos tipos genéticos tienen los mismos niveles, que 

han disminuido en el ratón TG respecto a las edades más tempranas. Esta 

reducción con la edad encaja perfectamente con lo observado en el cerebro en 

animales TG, no así en los animales WT en los que no hay cambios a nivel 

hepático. Ya que la captación de βA por el hígado está mediada por el LRP1 (Ghiso, 

J. 2004; Tamaki, C. 2006), es acertado suponer que los cambios en el estrés 

oxidativo debido al péptido observados están relacionados con los cambios en 

este transportador. 

Evidentemente el ratón WT no está generando βA. Si tenemos la hipótesis de que 

este péptido es el origen del desequilibrio oxidativo, sería normal que el LRP1 no 
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influyera  en el estado de este tipo genético. En cuanto a los ratones TG, si hay 

menos LRP1 con la edad, habrá menos salida de βA del cerebro, y es posible que 

llegue menos al hígado y que por este motivo haya una reducción de la oxidación. 

De igual manera, al haber menos LRP1 hepático con la edad, habrá menos 

captación por el hígado, lo que también explicaría la reducción de la oxidación. 

Puede ser perfectamente una acción conjunta a distinto nivel, cerebral y hepático. 

Llegados a este punto podemos hipotetizar que los cambios en el transportador 

LRP1 son los responsables del estrés oxidativo hepático. Cuando los animales TG 

son jóvenes sale βA del cerebro y es captado por el hígado, que en el proceso de 

degradación produce estrés oxidativo. Cuando son viejos, sale menos βA del 

cerebro, y además entra menos en el hígado, lo cual supone un descenso en el 

estrés oxidativo, tal y como hemos visto anteriormente. Esto explica la reducción 

del estrés oxidativo hepático con la edad en el ratón TG. 
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4.4.2 Niveles de RAGE en cerebro 

El RAGE es un transportador multiligando, entre los que encontramos el βA.  Uno 

de los hechos importantes para la EA es que este transportador es capaz de 

introducir βA desde la sangre al cerebro. En este proceso también se provoca 

estrés oxidativo (ver apartado 1.1.3.4 de la introducción). Hemos medido los 

niveles del transportador por western blotting (ver apartado 3.2.5 de 

metodología). 

4.4.2.1 Resultados de los niveles de RAGE en cerebro 

En la figura 4.23 vemos los niveles de RAGE en cerebro de ratones macho, 

observamos que: 

 No hay diferencias entre los ratones WT y TG dentro de cada una de las 

distintas edades. 

 No hay diferencias significativas entre las distintas edades en el ratón TG. 

 No hay diferencias significativas entre las distintas edades en el ratón WT. 

De esto podemos deducir que no se puede establecer una relación entre el 

transportador RAGE y los cambios en el transporte del βA. 

   

 

Figura 4.23 Niveles de RAGE en cerebro.  
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Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 

experimental se utilizaron de 4-6 ratones. 

4.4.2.2 Discusión de los niveles de RAGE 

El transportador RAGE tiene, entre otras, la propiedad de introducir βA desde el 

torrente sanguíneo hacia el cerebro a nivel de la barrera hematoencefálica (Deane, 

R. 2003). Por lo tanto puede estar influyendo en el estrés oxidativo sistémico. 

Observamos que no hay cambios importantes en los niveles de RAGE (figura 4.23) 

en cuanto al tipo genético, ni en cuanto a la edad de los grupos. Por tanto parece 

que no se ve influido por los transgenes insertados en el ratón, ni por la edad.  

Cambios de RAGE con el envejecimiento se han demostrado importantes en el 

estado del hígado (Kuhla, A. 2013).  

Así pues, al no haber observado cambios en los niveles del transportador con el 

envejecimiento, no debería tener una influencia decisiva  en el estrés oxidativo 

hepático, y tampoco en las diferencias observadas en la circulación sistémica del 

βA. 

La hipótesis de que el responsable de los cambios es el LRP1 va ganando fuerza si 

descartamos el RAGE como implicado en este proceso. 
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4.4.3 Concentración de β-amiloide 40 en sangre 

Tal y como hemos visto anteriormente, el βA es capaz de introducirse en el 

torrente sanguíneo y llegar a los diferentes órganos del cuerpo. Los cambios en los 

transportadores que hemos descrito pueden hacer que el flujo de  βA a los 

órganos sea variable y puede afectar al grado de oxidación de los órganos. El 

hecho de medir el βA 40 es debido a que es más soluble que el βA 42. La 

cuantificación se ha realizado por ELISA (ver apartado 3.2.8 de metodología). 

4.4.3.1 Resultados de los niveles de β-amiloide 40 en sangre 

En la figura 4.24 vemos la concentración de βA 40 medida en plasma de ratones 

macho, observamos que: 

 En ratones de 3-5 meses no hay diferencias significativas en el ratón TG 

frente al WT. 

 En ratones de 10-13  y 20-26 meses la concentración es 

significativamente más alta en el ratón TG que en el WT. 

 En los ratones TG, hay menor concentración en el grupo de 3-5 meses 

respecto a los de 10-13 meses y 20-26 meses. 

 En ratones WT no hay diferencias significativas entre las distintas edades. 

Esto nos permite deducir que una parte del βA 40 se está acumulando en sangre. 

Figura 4.24 Concentración de βA en plasma.  

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 

estadísticamente significativos *=p<0,05, **=p<0,01. ***=p<0,001. En cada grupo 

experimental se utilizaron de 4-6 ratones. 
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4.4.3.2 Discusión de la concentración de β-amiloide 40 en sangre 

Medimos la concentración de βA 40 en sangre para determinar si cambia con la 

edad. Partiendo de la base de que el hígado es el principal órgano implicado en la 

degradación del βA (Ghiso, J. 2004), si es cierto que hay menor flujo de llegada al 

hígado se confirmaría nuestra hipótesis de que al haber menos degradación 

también habría menos estrés oxidativo. El hecho de medir el  βA 40 y no el βA 42 

se debe a que esta forma es la más soluble, y tendrá más facilidad para integrarse 

en el sistema circulatorio y salir fuera del sistema nervioso (Prelli, F. 1988). 

Al observar los resultados (figura 4.19) vemos que la concentración de βA 40 

aumenta con la edad en los ratones TG. En los ratones WT aparece un nivel 

residual que no cambia entre las edades. Esto va en contra de lo que podíamos 

esperar, ya que hemos visto que el LRP1, que se encarga de sacarlo del cerebro, 

disminuye con la edad, y aún así hay más βA 40 circulante. Cómo explicar, que 

habiendo más βA en sangre, afecte en menor medida a la oxidación asociada al 

hígado. La respuesta pensamos que se debe a los transportadores. 

4.4.4 Discusión de los resultados de la vía del cerebro al hígado 

4.4.4.1 Hipótesis varias 

Está claro que encontramos menos LRP1 en cerebro con la edad, lo que hará que 

haya una disminución en el aclaramiento cerebral. Aún así hay más βA en sangre, 

por lo tanto hipotetizamos que la degradación debida al hígado debe ser menor. 

Este descenso en la degradación nos hace formular 2 hipótesis. 

Una de ellas es que la maquinaria enzimática encargada de su degradación no 

funcione correctamente a edades avanzadas. Es poco probable, ya que los 

hepatocitos tienen una capacidad de regeneración extraordinaria (Gilbert, S.F. 

2006), y a no ser que exista un proceso cirrótico, no debería haber problemas para 

que el hígado eliminara esta toxina. 

La otra hipótesis con la que trabajamos, ilustrada en la figura 4.25, es que el efecto 

de los receptores está siendo crítico para el proceso de eliminación del βA del 

organismo. Descartado el RAGE para un papel principal, nos centramos en el 

LRP1. Su disminución en los hepatocitos puede ser la clave. Al reducirse la 

captación del βA, se degradaría en menor cantidad, y así habría menor producción 

de radicales libres, y por tanto menor daño oxidativo, acompañado de mayores 

niveles en plasma. 

Evidentemente hay que profundizar más en estos experimentos. Los siguientes 

pasos a dar serían comprobar el estado de la barrera hematoencefálica, ya que es 
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el punto en que se va a regular el tránsito del βA entre el sistema nervioso y el 

resto del cuerpo. También sería muy interesante medir la degradación por 

hepatocitos aislados de ratones pertenecientes a los mismos grupos con los que 

hemos trabajado. También se debería medir la degradación en un homogenado de 

hígado de ratones pertenecientes a los mismos grupos con los que hemos 

trabajado, para eliminar el efecto del receptor y confirmar que no es la 

degradación enzimática la que cambia. 

 

Figura 4.25 Hipótesis de los receptores en el estrés oxidativo hepático.  

A: edades tempranas. B: edades avanzadas. En A, el transportador LRP1 está en 

niveles altos, por lo que se introduce en el hígado en mayor cantidad y se degrada 

produciendo altos niveles de estrés oxidativo. En B, el transportador LRP1 tiene 

niveles más bajos, por lo que no entra en tanta cantidad en el hígado, hay menor 

degradación  y se producen menos radicales libres. 

4.4.4.2 Valoración global de la vía del cerebro al hígado 

Hemos visto que el RAGE no cambia con la edad, de manera que no le podemos 

atribuir un papel importante en el estrés oxidativo hepático. 

También hemos visto que el LRP1 disminuye con la edad, en cerebro y en hígado, 

hecho que se corrobora comparando con otros estudios (Tamaki, C. 2006). El 

hecho de que haya menos en cerebro determinará que haya un flujo menor hacia 

fuera del cerebro. También se ha sugerido que el βA produce la oxidación del 

transportador y por esto será menos funcional (Owen, J.B. 2010). Tiene la 

propiedad de que ayuda al transporte sistémico del βA a través de la sangre 

(Zlokovic, B.V. 2010). Al haber menos LRP1 en cerebro, podríamos pensar que 

también se verá menguada su disponibilidad para transportarlo. No obstante la 

concentración que encontramos en sangre es mayor cuanto menor transportador 

hay. Puede explicarse si el βA no solo se transporta asociado al LRP1, sino 
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también disuelto o asociado a otro elemento, como se sugiere al ver que en las 

plaquetas hay un acúmulo (Skovronsky, D.M. 2001). Estos factores pueden 

determinar que el péptido amiloideo no esté disponible para su captación por el 

hígado. Al no poder captarlo, explicaría que disminuya la oxidación hepática. 

De todas formas no se ha demostrado que la captación de βA por parte del hígado 

esté influida por sus posibles transportadores. De hecho, Ghiso y colaboradores 

(Ghiso, J. 2004) al inyectar βA marcado radiactivamente en ratones observaron 

una captación por parte de este órgano mucho mayor que por cualquier otro 

órgano. Comprobaron que un porcentaje pequeño de la radiación total inyectada 

se distribuye de forma uniforme entre el resto de órganos del cuerpo, y por tanto 

es de suponer que la parte que no se puede captar por el hígado es despreciable. 

No obstante, en este estudio no tienen en cuenta el factor de la edad, solo trabajan 

en animales jóvenes, que es equiparable a nuestro grupo de edad de 3-5 meses. En 

este punto en nuestras observaciones no vemos que haya niveles de βA elevados 

en sangre (figura 4.24). Si en el artículo de Ghiso y colaboradores el modelo se 

comporta igual, el mayor nivel de LRP1 a edades tempranas haría que capte casi 

todo el βA. Así no se podría comprobar el efecto del transportador en la captación, 

ya que no hay condiciones en las que cambie el LRP1. 

Así pues podemos sugerir que el LRP1 a nivel del hígado es el principal 

responsable de los cambios observados en el estrés oxidativo hepático en los 

ratones APPswe/PS1dE9 y de la acumulación de βA en plasma. 
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4.5 EFECTOS AGUDOS DEL TRATAMIENTO CON 

BEXAROTENO Y GENISTEÍNA 

Una vez entendido el funcionamiento de la dinámica sistémica del βA, realizamos 

un estudio experimental para determinar un posible tratamiento para la EA con 

bexaroteno y genisteína. Este experimento lo realizamos solo en ratones TG, ya 

que estamos valorando una acción terapéutica sobre una patología, que no existe 

en los ratones WT. Utilizamos hembras porque la EA es más común en mujeres 

que en hombres. También se ovariectomizó a estos animales para simular las 

condiciones en que una mujer desarrolla la EA, que es a partir de la menopausia. 

Se intenta reproducir de esta manera el momento en que se pierde la gran 

mayoría de la defensa hormonal que suponen los estrógenos.  

Llegados a este punto diseñamos un experimento para ver los efectos de la 

adición de genisteína al tratamiento con bexaroteno (ver apartado 3.2.14 de 

metodología). 

4.5.1 β-amiloide en cerebro 

La acumulación del péptido βA en el cerebro es una de las características de la EA. 

La disminución de los niveles en el cerebro puede ayudar a reducir la patología. El 

flujo que saldrá del cerebro a la sangre, y la propia fagocitosis por la microglía son 

los mecanismos por los que disminuye la acumulación del péptido en el cerebro 

(LaFerla, F.M. 2012). Hay 2 formas mayoritarias del péptido βA, de 40 y de 42 

aminoácidos. La forma de 40 es más soluble y tendrá mayor importancia 

intracelular y mayor tendencia a salir a la circulación sistémica. La forma de 42 

aminoácidos es más insoluble, por lo que será la forma predominante en las 

placas (Prelli, F. 1988; Cummings, B.J. 1995; Selkoe, D.J. 2000). Hemos medido los 

niveles de βA 40 y 42 por ELISA (ver apartado 3.2.8 de metodología). 
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4.5.1.1 Niveles de β-amiloide 40 en cerebro 

En la figura 4.26 vemos la concentración de βA 40 medida en cerebro, observamos 

que: 

 El tratamiento con genisteína baja de forma significativa los niveles de βA 

40 en cerebro. 

 El tratamiento con bexaroteno más genisteína baja de forma significativa 

los niveles de βA 40 en cerebro. 

 No hay diferencias significativas en el tratamiento con bexaroteno. 

De esto podemos deducir que los tratamientos con genisteína, por sí sola y de 

manera sinérgica con el bexaroteno, reducen la patología amiloidea asociada a la 

EA en el modelo animal APPswe/PS1dE9. 

Figura 4.26 Niveles βA 40 en cerebro.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 
estadísticamente significativos *=p<0,05, **=p<0,01. En cada grupo experimental se 
utilizaron de 3-4 ratones. 
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4.5.1.2 Niveles de β-amiloide 42 en cerebro 

En la figura 4.27 vemos la concentración de βA 42 medida en cerebro, observamos 

que: 

 El tratamiento con bexaroteno más genisteína baja de forma significativa 

los niveles de βA 42. 

 No hay diferencias significativas en el tratamiento con genisteína. 

 No hay diferencias significativas en el tratamiento con bexaroteno. 

De esto podemos deducir que el tratamiento con genisteína y bexaroteno reduce 

la patología amiloidea asociada a la EA en el modelo animal APPswe/PS1dE9. 

 

Figura 4.27 Niveles βA 42 en cerebro.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. Valores 
estadísticamente significativos *=p<0,05. En cada grupo experimental se utilizaron de 
3-4 ratones. 
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4.5.1.3 Discusión de β-amiloide en cerebro 

Como hemos comentado anteriormente, en el estudio del grupo de Gary Landreth 

(Cramer, P.E. 2012), observaron que el tratamiento con bexaroteno reducía la 

patología amiloidea asociada a la EA en modelos animales. Este medicamento es 

un agonista del receptor retinoide X (RXR), el cual funciona formando un dímero 

con el receptor activado de proliferación de los peroxisomas γ (PPARγ), que hace 

que se sobreexprese la apoE. Esta proteína mediará la degradación del βA (Jiang, 

Q. 2008). Nuestro grupo publicó hace unos años que la genisteína incrementa los 

niveles de PPARγ (Valles, S.L. 2010). Por tanto, si aumentamos la disponibilidad 

del factor de transcripción se debería potenciar el efecto del medicamento. 

Para ello diseñamos un experimento (ver apartado 3.2.14 de metodología) con el 

objetivo de ver si el tratamiento combinado era efectivo para reducir la patología 

amiloidea en los ratones APP/PS1. En un primer paso medimos la concentración 

de βA, tanto de 40 como de 42 aminoácidos. 

Los resultados obtenidos a partir del ELISA muestran cómo la concentración de 

βA40  en cerebro baja de forma significativa con el tratamiento con genisteína y 

de forma más acusada en el tratamiento con genisteína más bexaroteno. Con el 

tratamiento con bexaroteno también se observa una bajada, aunque no 

significativa (figura 4.26). En relación al βA42 observamos un patrón similar de 

bajada, aunque en menor medida (figura 4.27). Este descenso en la cantidad de βA 

debido a los tratamientos es mayor en el caso del βA40, probablemente porque es 

más soluble que el βA42 (Prelli, F. 1988; Cummings, B.J. 1995; Selkoe, D.J. 2000), y 

por tanto se movilizará con mayor facilidad para su eliminación. 

La bajada del péptido era esperable en el tratamiento con bexaroteno, como 

estaba previamente publicado (Cramer, P.E. 2012). Nuestra hipótesis de que el 

efecto de este medicamento se vería potenciado por la genisteína se ve 

confirmada con el resultado obtenido del tratamiento conjunto. Al principio del 

experimento no esperábamos observar un efecto en el tratamiento con genisteína, 

pero sería perfectamente posible. Si el efecto que tiene es incrementar PPARγ  

(Valles, S.L. 2010), y sabiendo que media la expresión de apoE, podemos pensar 

que de esta manera también estará aumentando el aclaramiento cerebral del βA. 

Resultados que aparecieron publicados casi a la vez que realizábamos estos 

experimentos confirman que la genisteína tiene un efecto por sí sola en el 

aclaramiento cerebral de βA (Bagheri, M. 2012), e incluso que puede ser capaz de 

mejorar la cognición (Bagheri, M. 2011).  
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4.5.2 Niveles de β-amiloide 40 en sangre 

Tal y como hemos visto anteriormente, el βA es capaz de introducirse en el 

torrente sanguíneo y llegar a los diferentes órganos del cuerpo, por los cambios en 

los transportadores que hemos descrito (ver apartado 1.1.5 de la introducción). El 

tratamiento administrado a los ratones puede hacer que el aclaramiento cerebral 

de  βA aumente. El hecho de medir el βA 40 es debido a que es más soluble que el 

βA 42. La cuantificación se ha realizado por ELISA (ver apartado 3.2.8 de 

metodología). 

4.5.2.1 Resultados de β-amiloide 40 en sangre 

En la figura 4.28 vemos la concentración de βA 40 en sangre, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

De lo que podemos deducir que el βA resultante del aclaramiento cerebral no se 

acumula en sangre, porque es detoxificado por el hígado. 

Figura 4.28 Niveles de βA 40 en sangre.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron de 3-4 ratones. 
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4.5.2.2 Discusión de los niveles de β-amiloide 40 en sangre 

El hecho de medir el βA40 y no el βA42 se debe a que es más soluble (Prelli, F. 

1988), y tendrá más facilidad para atravesar la barrera hematoencefálica y llegar a 

la sangre. Si se aumenta el aclaramiento cerebral, tal y como hemos descrito, el 

βA40 no puede desaparecer. Como se ha visto con anterioridad, sabemos que el 

hígado es capaz de degradar βA (Ghiso, J. 2004; Tamaki, C. 2006). Si este órgano 

está funcionando correctamente debería eliminarlo del torrente sanguíneo. No 

hay indicios de que tenga un malfuncionamiento, como se desprende de los 

resultados de las transaminasas que mostraremos más adelante (figuras 4.35-

4.36). Si no funcionara bien, veríamos un incremento de estas enzimas que 

indicarían un daño hepático. 

En los resultados no observamos diferencias significativas en la concentración de 

βA40 en sangre con los diferentes tratamientos (figura 4.28). Sí que se observa un 

aumento en los grupos que han recibido genisteína. Esto nos sugiere que el efecto 

principal de la genisteína está enfocado a eliminar el péptido del cerebro a través 

de la barrera hematoencefálica, mientras que el bexaroteno parece que tiene 

mayor efecto en la eliminación del βA in situ, a través de la microglía. 

Por tanto podemos decir que el hígado está degradando correctamente el péptido 

amiloideo y es normal que no veamos cambios importantes de concentración en 

sangre, a pesar de que haya un mayor flujo hacia fuera del cerebro. También 

hemos de decir que el aclaramiento del βA40 no solo se debe al transporte a 

través de la barrera hematoencefálica, sino también a la acción fagocítica de la 

microglía dentro del cerebro (Jiang, Q. 2008). Así pues que no observemos 

cambios sustanciales en los niveles de βA40 en sangre no es un hecho que deba 

sorprendernos.  
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4.5.3 Placas de β-amiloide en cerebro 

El βA se agrega formando placas en el cerebro (figuras 1.7 y 1.16 de la 

introducción), con la consiguiente pérdida de funcionalidad de las zonas 

afectadas, estableciéndose una correlación inversamente proporcional entre el 

volumen ocupado por las placas y el índice en la escala Mini Mental State 

Examination (Cummings, B.J. 1995), lo que significa que a mayor volumen de 

depósitos amiloideos mayor demencia. Hemos determinado las placas en los 

distintos grupos de animales por microscopía óptica (ver apartado 3.2.11 de 

metodología). 

En la figura 4.29 vemos unas imágenes de estas placas. 

 Figura 4.29 Placas de βA en cerebro en los distintos grupos de tratamientos.  
A: control; B: genisteína; C: bexaroteno; D: genisteína + bexaroteno. Se muestra una 
imagen representativa.  
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4.5.3.1 Número de placas 

En la figura 4.30 vemos el número de placas en cerebro, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

De lo que podemos deducir que los tratamientos no son efectivos para reducir el 

número de placas en el  cerebro del modelo animal para la EA APPswe/PS1dE9, 

aunque existe una tendencia a que disminuya. 

 

Figura 4.30 Número de placas de βA en cerebro.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron 4 ratones. 
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4.5.3.2 Índice del área de placas 

En la figura 4.31 vemos índice del área de placas en cerebro, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

De lo que podemos deducir que los tratamientos no son efectivos para reducir el 

área de las placas respecto al total del  cerebro en el modelo animal para la EA 

APPswe/PS1dE9, aunque existe una tendencia a que disminuya. 

 

Figura 4.31 Índice del área de las placas de βA en cerebro.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron 4 ratones. 
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4.5.3.3 Tamaño de las placas 

En la figura 4.32 vemos el tamaño de las placas en cerebro, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

De lo que podemos deducir que los tratamientos no son efectivos para reducir el 

tamaño de las placas de βA en el  cerebro del modelo animal para la EA 

APPswe/PS1dE9. 

 

Figura 4.32 Tamaño de las placas de βA en cerebro. 
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron 4 ratones. 
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4.5.3.4 Discusión de las placas de beta-amiloide 

Las lesiones en el cerebro que observamos por causa del βA son placas de 

agregados extracelulares del péptido. Como hemos comentado anteriormente, 

hemos sido capaces de eliminar una cierta cantidad de βA del cerebro. Así pues, 

también se tendría que haber aliviado en parte estas lesiones. 

Siguiendo con el diseño experimental, determinamos por microscopía el número, 

índice del área, y tamaño de las placas de βA en cerebro de los ratones APP/PS1. 

Los resultados muestran cómo no cambia el número de placas (figura 4.30), ni el 

área de las placas respecto al total del cerebro (figura 4.31), ni tampoco el tamaño 

de las placas (figura 4.32). 

Aunque estadísticamente no sea significativa, sí que observamos una cierta 

reducción de la patología amiloidea. Si comparamos con los resultados de la 

medida por ELISA de βA40 y βA42 (figuras 4.26 y 4.27), vemos una correlación 

positiva de los datos obtenidos en cuanto al número y área de las placas. Si 

confrontamos los resultados con el tamaño de las placas no hay una correlación 

respecto al ELISA ni con los otros datos de microscopía. 

Como hemos visto, el tratamiento con genisteína demuestra tener algún efecto 

sobre las placas, confirmando lo visto por otros grupos (Bagheri, M. 2012). El 

grupo tratado con bexaroteno también tiene un efecto, de forma muy similar a la 

genisteína, hecho que corrobora las observaciones previas, ya que como se ha 

visto, este medicamento es capaz de reducirlo (Cramer, P.E. 2012). 

El tamaño de las placas incluso parece que aumente con los tratamientos. Esto 

último no encaja con lo visto hasta el momento. Hay que tener en cuenta que los 

cortes que se analizan son en un plano, y la placa realmente tiene una estructura 

ovoide. Si los cortes pasan por distintas zonas de la placa, es perfectamente 

posible que  debido al azar no aparezcan reflejados los resultados de los otros 

parámetros. 

El grupo con el tratamiento de ambos productos, no muestra ningún cambio con 

los tratamientos por separado, cambio que sí que habíamos observado  en los 

ELISA de βA (figuras 4.20 y 4.21), en que este grupo tenía una disminución más 

pronunciada del péptido amiloideo. De nuevo las diferencias son mínimas y 

perfectamente atribuibles al azar. 

Así pues parece que se confirma que los tratamientos con genisteína y/o 

bexaroteno ayudan al aclaramiento cerebral del βA. 
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Llegados a este punto hemos de decir que los análisis de microscopía todavía no 

están completos, y la información que todavía falta por tener puede ser 

fundamental para ver o no los resultados esperados. 
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4.5.4 Mecanismo de acción del aclaramiento cerebral 

4.5.4.1 Niveles de PPARγ en cerebro 

PPARγ es un factor de transcripción se expresa en el tejido adiposo, en  cerebro, 

células vasculares, y en células inmunes e inflamatorias (Michalik, L. 2006). La 

importancia que tiene en este punto se resume en que promueve la síntesis de 

apoE en astrocitos, hecho que mediará la degradación y aclaramiento del βA en el 

cerebro (Farris, W. 2003; Jiang, Q. 2008). Hemos medido los niveles de la molécula 

por western blotting (ver apartado 3.2.5 de metodología). 

En la figura 4.33 vemos los niveles de PPARγ en cerebro, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

De lo que podemos deducir que no se puede establecer una relación entre el 

aclaramiento del βA en el cerebro y el factor de transcripción PPARγ, al menos en 

homogenado de cerebro completo. 

        

 

Figura 4.33 Niveles de PPARγ en cerebro.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron de 2-4 ratones.  
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4.5.4.2 Niveles de apolipoproteína E en cerebro 

La apoE es principalmente una proteína transportadora de lípidos en sangre. A 

nivel de la EA, en el cerebro media la degradación del βA mediante 2 vías. Por un 

lado promueve la degradación intracelular del βA por la microglía, y por otro lado 

de forma extracelular mediando la degradación por la vía de la enzima 

degradadora de insulina (Farris, W. 2003). Además facilita la eliminación del 

cerebro hacia la sangre (Jiang, Q. 2008). Hemos medido los niveles de la molécula 

por western blotting (ver apartado 3.2.5 de metodología). 

En la figura 4.34 vemos los niveles de apoE en cerebro, observamos que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

De lo que podemos deducir que no se puede establecer una relación entre el 

aclaramiento del βA en el cerebro y la apolipoproteína E, al menos en 

homogenado de cerebro completo. 

 

Figura 4.34 Niveles de apoE en cerebro.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron de 2-4 ratones. 
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4.5.4.3 Discusión del mecanismo de acción del aclaramiento cerebral 

A partir de los cambios observados en los experimentos, decidimos investigar si 

realmente son debidos a la ruta propuesta. Esta es por el aumento de la expresión 

de apoE, a través de la activación del dímero PPARγ-RXR. Recordemos que el 

aclaramiento del βA del cerebro puede deberse a la microglía (Jiang, Q. 2008), que 

lo fagocitará, o  que el βA se elimine hacia el torrente sanguíneo por mediación del 

transportador LRP1 (Shibata, M. 2000; Deane, R. 2004; Zlokovic, B.V. 2010). 

Según nuestras hipótesis previas esperaríamos que en los grupos tratados con 

genisteína hubiera un mayor nivel de PPARγ, ya que como publicamos este 

fitoestrógeno eleva los niveles del factor de transcripción (Valles, S.L. 2010). 

También esperaríamos que los niveles de apoE se incrementaran en el grupo 

tratado con genisteína, por el incremento de PPARγ, y en el grupo tratado con 

bexaroteno, por la acción sobre el RXR (Cramer, P.E. 2012). Asimismo, en el grupo 

tratado con genisteína y bexaroteno el incremento de apoE debería ser mayor, 

puesto que estamos actuando sobre su expresión por los 2 lados. 

En los resultados observamos que no hay diferencias significativas entre los 

diferentes tratamientos (figuras 4.26 y 4.27) para los niveles de PPARγ y apoE. 

Vemos que los 2 parámetros se correlacionan entre sí con gran exactitud, por lo 

que sí que somos capaces de establecer una conexión entre ellos. 

De esto podemos pensar que el aclaramiento amiloideo no se da por esta vía de 

actuación. Hay otros caminos para degradar βA, como a través de la enzima 

degradadora de insulina (Farris, W. 2003), aunque esta vía puede estar favorecida 

por apoE (Jiang, Q. 2008), no es exclusivamente dependiente de este factor. El 

transportador LRP1 es otro de los mecanismos conocido de eliminación de βA del 

cerebro (Shibata, M. 2000; Deane, R. 2004; Zlokovic, B.V. 2010), y de la misma 

manera puede estar favorecido por apoE, pero no es completamente dependiente 

de este. También se ha sugerido que se puede eliminar del cerebro por 

mecanismos no del todo conocidos, pero que en principio no parecen tener 

relación con apoE (Ito, S. 2010). 

Aunque excepcionalmente en las neuronas se puede sintetizar apoE en el caso de 

que haya un daño cerebral (Xu, Q. 2000; Xu, Q. 2006), no parece ser este el caso. 

Aparte de las placas, en el cerebro de los ratones no hemos apreciado ningún tipo 

de lesiones que sean indicativas de esta situación. 

La explicación más razonable la tenemos en que estas mediciones las realizamos 

en cerebro entero. Como sabemos, apoE dentro del cerebro se sintetiza 

principalmente en los astrocitos (Brown, M.S. 1986), de esta manera el resultado 
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puede estar enmascarado, ya que es imposible separar los astrocitos del cerebro 

entero una vez extraído y congelado para realizar estas medidas. 

A pesar de que existen otras vías para eliminar βA del cerebro, entendemos que la 

mediada por apoE es un factor fundamental, y posiblemente la principal. Basando 

esta afirmación en que la posesión del alelo ε4 de la apoE es, tras la edad 

avanzada, el factor de riesgo más importante para la EA senil (Corder, E.H. 1993; 

Polvikoski, T. 1995). No solo interviene en la degradación, sino que también tiene 

un papel antioxidante, y protege frente a la apoptosis neuronal (Hayashi, H. 2009). 

Los heterocigotos ε4 tienen un riesgo 4 veces mayor, y los homocigotos ε4 hasta 

10 veces mayor de desarrollar EA que una persona sin alelos ε4 (Mayeux, R. 

1998). Así pues, si con solo un cambio en un alelo de la apoE hay un incremento 

considerable de padecer la EA, es normal pensar que este es el principal camino 

por el que progresan los mecanismos responsables de esta patología. 
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4.5.5 Transaminasas en sangre 

Las transaminasas son enzimas encargadas de reacciones de transaminación. 

Forman principalmente aminoácidos no esenciales, y en el mismo proceso 

también dan lugar a otros metabolitos como piruvato u oxalacetato, 

fundamentales en el metabolismo. Su localización es principalmente  hepática. Si 

las encontramos en sangre será porque el hígado está sufriendo un proceso tóxico, 

que conducirá a la muerte de los hepatocitos liberándolas así a la sangre 

(Lehninger, A.L. 1993; Mathews, C.K. 2000). 

Las principales transaminasas son gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) 

glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) y glutamato-piruvato transaminasa 

(GPT). Se han medido en suero por un laboratorio especializado en análisis 

clínicos. 

4.5.5.1 Gamma-glutamil transpeptidasa 

Los niveles normales de la GGT son de 0-12 unidades por litro. Si encontramos 

niveles mayores de 12 U/L indica que hay un daño hepático. 

Al medir los niveles de la transaminasa GGT en sangre, observamos que: 

 Los niveles de GGT no son detectables en las muestras. 

De lo que podemos deducir que no se produce un daño hepático asociado a los 

tratamientos. 
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4.5.5.2 Glutamato-oxalacetato transaminasa 

Los niveles normales de la GOT son de 54-269 unidades por litro. Si encontramos 

niveles mayores de 269 U/L indica que hay un daño hepático. 

En la figura 4.35 vemos los niveles de la transaminasa GOT en sangre, observamos 

que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

 Los niveles son mayores del límite establecido para el daño hepático. 

De lo que podemos deducir que se produce un daño hepático pero no asociado a 

los tratamientos. 

 

Figura 4.35 Niveles de GOT en sangre.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron 4 ratones. 
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4.5.5.3 Glutamato-piruvato transaminasa 

Los niveles normales de la GPT son de 26-77 unidades por litro. Si encontramos 

niveles mayores de 77 U/L indica que hay un daño hepático. 

En la figura 4.36 vemos los niveles de la transaminasa GPT en sangre, observamos 

que: 

 No hay diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. 

 Los niveles están dentro del intervalo de normalidad. 

De lo que podemos deducir que no se produce un daño hepático con los 

tratamientos. 

 

Figura 4.36 Niveles de GPT en sangre.  
Los valores están expresados como la media ± desviación estándar. En cada grupo 
experimental se utilizaron 4 ratones. 
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4.5.5.4 Discusión de transaminasas en sangre 

Como se ha visto con anterioridad, sabemos que el hígado es capaz de degradar 

βA (Ghiso, J. 2004; Tamaki, C. 2006). Si aumentamos el aclaramiento del βA llegará 

en mayor cantidad al hígado, y podría verse envuelto en un proceso hepatotóxico. 

El motivo de medir la concentración de transaminasas es determinar si existe un 

daño hepático. 

En los resultados no observamos diferencias en los niveles de transaminasas en 

sangre con los diferentes tratamientos (figuras 4.34-4.35), por lo que no hay un 

daño hepático. 

Partiendo de la base de que el hígado está degradando βA, se podría esperar que 

se produzca un daño, y por tanto una pérdida de funcionalidad del órgano. Esto es 

importante porque lo que realmente estamos haciendo con estos tratamientos es 

eliminar el βA del cerebro, lo que repercutirá en el resto del cuerpo. 

De esta manera, si el hígado mantiene su funcionalidad, no deberíamos ver 

problemas asociados al incremento del aclaramiento cerebral del βA. 

4.5.6 Valoración global de los efectos agudos del tratamiento con 

bexaroteno y genisteína 

La ausencia de un tratamiento efectivo para la EA es una lacra social que perjudica 

cada año a millones de personas en todo el mundo (Alzheimer's Association, A. 

2012). La importancia de una nueva terapia para esta enfermedad es de un valor 

incalculable si es efectiva no solo en ratones (Bagheri, M. 2011; Bagheri, M. 2012; 

Cramer, P.E. 2012), sino también en humanos. 

La dificultad de estudiar la enfermedad de Alzheimer se basa principalmente en 

que es una enfermedad exclusivamente humana, y por obvias razones éticas se 

necesitan modelos animales. El estudio de ciertos parámetros no es posible en 

humanos. En este punto podemos incluir el análisis de órganos, y tratamientos 

experimentales con diversos compuestos, que no se sabe cómo pueden afectar al 

ser humano. Por tanto es obligada la experimentación previa en animales. 

Los posibles tratamientos que planteamos son una opción viable para un ensayo 

con pacientes de EA. El bexaroteno ya se usa en el tratamiento del cáncer de piel 

en humanos. Por otra parte la genisteína no supone un riesgo para la salud, ya que 

no se considera un medicamento, sino un complemento alimenticio. También se 

puede tomar en la dieta, aunque en este estudio proponemos un uso terapéutico. 

El factor más importante que creemos que hemos conseguido, es el incremento de 

la eficacia de un medicamento como el bexaroteno mediante la adición de un 
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compuesto inocuo como la genisteína. Incluso por sí solo  este fitoestrógeno tiene 

un efecto beneficioso en el aclaramiento cerebral de βA en los ratones, si en 

humanos funcionara de la misma manera podría ser  altamente beneficioso. De 

hecho, en las poblaciones orientales en que consumen la genisteína en gran 

cantidad gracias a su dieta rica en soja, en poblaciones longevas como en Japón 

existe una de las menores incidencias del mundo para la EA 

(http://www.worldlifeexpectancy.com/cause-of-death/alzheimers-dementia/by-

country). Además está por debajo de lo esperado en función de la abundancia del 

alelo apoE ε4 en la población (Ward, A. 2012). 

También sería un gran beneficio para la sociedad poder dar genisteína, no sólo 

por la mejoría en la EA, sino también porque tiene una relación coste/beneficio 

muy baja. Conseguir reducir costes en el tratamiento de cualquier enfermedad es 

una de las prioridades de los sistemas sanitarios de todo el mundo. Solo en la EA 

se calcula unos gastos realmente elevados. Los tratamientos farmacológicos, los 

gastos que genera mantener a pacientes totalmente dependientes, en cuanto a 

personal cualificado para atenderlos, mantenimiento en residencias etc. El coste 

llega a unos 2.000.000 millones de dólares en los Estados Unidos (Alzheimer's 

Association, A. 2012). 

Hay que tener en cuenta que los tratamientos propuestos son vía la expresión de 

apoE. Tal y como hemos dicho, el alelo ε4 de la apoE es uno de los principales 

causantes de EA (Corder, E.H. 1993; Polvikoski, T. 1995). El hecho que induciría la 

enfermedad sería que no es capaz de ejercer el papel protector que se le atribuye 

en la protección del sistema nervioso (Hayashi, H. 2009). Al no poder frenar el 

estrés oxidativo, la degradación del βA o la apoptosis neuronal, entre otras 

acciones, se desarrollaría la EA como consecuencia de estos procesos. Si lo que 

hacemos es sobreexpresar la apoE, hay que tener cuidado con los pacientes 

portadores de dicho alelo, que son mayoría en los enfermos de EA. Si esta forma 

de la apoE no es efectiva cumpliendo su función, un tratamiento que la 

sobreexprese no será muy útil, e incluso podría llegar a ser perjudicial. 

Como consecuencia de la positividad de los resultados obtenidos, pensamos que 

los posibles tratamientos que hemos probado, y con los que seguimos trabajando 

son una posibilidad muy real de intervenir en el desarrollo de la EA. Aunque la 

posibilidad de curación es improbable, y por el hecho del alelo ε4 de la apoE limite 

la población sobre la que se puede actuar, simplemente la mejora en la progresión 

de algunos pacientes sería algo que valdría la pena intentar.  
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4.6 LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

Evidentemente, este estudio tiene unas serias limitaciones, propias de trabajar 

con modelos animales. La limitación principal es la dificultad de extrapolar los 

resultados obtenidos a humanos, ya que no se puede afirmar que la patología en el 

modelo animal para la EA se corresponda con la descrita en humanos. Esta 

realidad es, después de todo, la que realmente nos interesa. Otra de las 

limitaciones de trabajar con animales es que consideramos a todos los individuos 

de un determinado grupo iguales entre sí. Esto es un error, ya que los ratones son 

animales jerárquicos, y tal vez pueden existir diferencias debidas al lugar que 

ocupa cada animal en la jerarquía. En hembras también puede haber diferencias 

debidas al punto del ciclo estral en que se encuentre el animal. 

Hay que tener en cuenta que para determinar la vía del cerebro al hígado el nivel 

en el que los transportadores son efectivos para la circulación sistémica es a nivel 

de la barrera hematoencefálica, y los hemos medido en cerebro entero. 

En el posible tratamiento para la EA experimentado en ratones hembra a las que 

se les ha practicado ovariectomía tenemos otra limitación. Lo que pretendemos es 

simular una menopausia, que no es equivalente a la cirugía aplicada a los 

animales. En humanos es un proceso gradual que se da de forma distinta al punto 

y aparte que supone la ovariectomía. 

En el estudio sobre el consumo de glucosa in vivo la dificultad estriba en el nivel 

de desarrollo en el equipo de PET del que disponemos. Con esta tecnología no 

podemos distinguir zonas del cerebro concretas, como el hipocampo o la corteza 

cerebral, zonas más interesantes a cuantificar en la EA. Al no distinguir estas 

zonas, la cuantificación del consumo se hace con el cerebro total, y se pueden 

enmascarar diferencias  importantes en las zonas de mayor interés. En pacientes 

con EA respecto a sujetos sanos, el consumo de glucosa disminuye solo en ciertas 

zonas cerebrales, como el córtex parieto-temporal (Pascual, B. 2010). 

Las técnicas que empleamos para medir todos los parámetros que describimos en 

esta tesis son otro de los puntos en que se puede fallar. Los experimentos solo 

intentan aproximarse a la realidad, no la representan al 100%. 

También es una limitación el error humano. Es obligado admitir que no somos 

infalibles, y que la manipulación de los animales y de las muestras está sujeta a 

cualquier tipo de error. Esto puede dar lugar a resultados que no reproducen con 

fiabilidad la realidad que pretendemos retratar. 
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5.1 CONCLUSIÓN PRINCIPAL 

El transportador LRP1 disminuye con el envejecimiento en cerebro e hígado. Ello 

hace que el flujo de βA que entra al hígado sea menor, y por tanto se degradará en 

menor medida y disminuirá el estrés oxidativo hepático con la edad. Los 

tratamientos con bexaroteno y/o genisteína son efectivos para reducir la 

patología amiloidea, en el modelo animal APPswe/PS1dE9 para la enfermedad de 

Alzheimer. 

5.2 CONCLUSIONES ESPECÍFICAS 

A partir de los resultados obtenidos, podemos concluir: 

1. El estrés oxidativo hepático disminuye en ratones APPswe/PS1dE9, 

machos y hembras con la edad. 

2. El consumo de glucosa cerebral en ratones APPswe/PS1dE9, machos y 

hembras no se correlaciona con la realidad observada en humanos. 

3. El βA se acumula en plasma en ratones APPswe/PS1dE9 machos. 

4. El transportador LRP1 es el principal responsable de la circulación 

sistémica del βA entre el cerebro e hígado en ratones APPswe/PS1dE9 

machos. 

5. El tratamiento con genisteína es efectivo en el aclaramiento cerebral de 

βA en ratones APPswe/PS1dE9 hembras. 

6. El tratamiento conjunto con genisteína y bexaroteno tiene un efecto 

sinérgico que potencia el aclaramiento cerebral de βA en ratones 

APPswe/PS1dE9 hembras. 
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