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PRINCIPALES ABREVIATURAS 

 

5-HIAA, ácido 5-hidroxi-indolacético 

5-HT, 5-hidroxitriptamina, serotonina 

5-HTP, 5-hidroxitriptófano 

AADC, enzima descarboxilasa de aminoácidos aromáticos 

ADN, ácido dexorribonucleico 

AMPA, ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 

ANOVA, análisis de la varianza 

ATP, adenosina trifosfato 

BCA, ácido bicinconínico (del inglés bicinchoninic acid) 

BDNF, factor neurotrófico derivado del cerebro (del inglés brain derived neurotrophic factor)  

BSA, albúmina sérica bovina (del inglés bovine serum albumin) 

CAT, catequina 

DA, dopamina 

DOI, densidad óptica integrada 

DOPA, 3,4-dihidroxifenilalanina  

DOPAC, ácido hidroxifenilacético 

EA, enriquecimiento ambiental 

ECL, electroquimioluminiscencia amplificada (del inglés enhanced chemiluminiscence) 

EDTA, ácido etilenediamino tetraacético 

EGCC, galato de epigalocatequina  

Ejerc, ejercicio 

Ejerc + Cat, ejercicio + catequina 

ES, estrés crónico moderado impredecible 

HPLC, cromatografía líquida de alta resolución (del inglés high pressure liquid cromatography) 

HRP, peroxidasa de rábano (del inglés horseradish peroxidase) 

HVA, ácido homovanílico 

i.p., intraperitoneal 

MDA, malondialdehído 

mtADN, ADN mitocondrial 

NA, noradrenalina 

NF-B, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (del inglés 

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

NSD-1015, hydroxybenzyl hydrazine, inhibidor de la descarboxilasa de aminoácidos aromáticos 

PGC-1α, coactivador transcripcional 1 alfa (del inglés peroxisome proliferator-activated receptor-γ 

coactivator 1-alpha) 



 

 

POL 60, poliphenon 60 

RbAp48/46, proteína de unión a histonas (del inglés retinoblastoma-binding protein) 

RC, restricción calórica 

RES, reveratrol 

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

SDS, dodecil sulfato sódico (del inglés sodium dodecyl sulphate) 

SIRT1, sirtuína 1 

SNC, sistema nervioso central 

TBS, tampón Tris-salino (del inglés Tris buffer saline) 

TH, tirosina hidroxilasa 

TPH, triptófano hidroxilasa 

Toc 20, tratamiento con α-tocoferol a una dosis de 20 mg/kg/día durante 28 días. 

Toc 40-60, tratamiento con α-tocoferol a una dosis de 40 mg/kg/día durante 28 días seguido de otra dosis 

de 60 mg/kg/día durante otros 28 días. 
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RESUMEN 

 

Entre las estrategias propuestas para mantener una buena salud mental al alcanzar edades 

avanzadas, una dieta adecuada, rica en antioxidantes que contrarresten los efectos adversos del 

envejecimiento debidos al daño oxidativo, así como el fomento del ejercicio y el 

enriquecimiento socio-cultural, podrían desempeñar un papel clave en el retraso del deterioro 

cognitivo. El objetivo de este trabajo fue comparar de los efectos neuroprotectores de diversas 

estrategias dietéticas y conductuales midiendo los cambios cognitivos y neuroquímicos durante 

el envejecimiento a nivel cerebral en ratas. Se han evaluado los resultados tras los tratamientos 

crónicos con antioxidantes (resveratrol, α-tocoferol, catequina, poliphenon 60), después de una 

dieta rica en antioxidantes, tras la aplicación de programas de ejercicio físico y de 

enriquecimiento ambiental o de estrés crónico moderado impredecible. Se analizaron las 

capacidades cognitivas y motoras mediante una serie de pruebas comportamentales en animales 

de distintas edades. Al final de los tratamientos, una vez envejecidos los animales, se analizó la 

capacidad de síntesis de los neurotransmisores monoaminérgicos (noradrenalina, dopamina y 

serotonina) implicados en los procesos cognitivos, en hipocampo y estriado. Asimismo, se 

determinaron los niveles de diversas proteínas (SIRT1, NF-κB y RbAp48/46) asociadas al 

proceso de envejecimiento. Los resultados muestran cómo el envejecimiento está asociado con 

un importante deterioro cognitivo, así como con una reducción muy significativa de los 

neurotransmisores monoaminérgicos en hipocampo y estriado. También va acompañado de un 

declive en la expresión de SIRT1 y RbAp48/46. Los tratamientos crónicos con antioxidantes, el 

ejercicio físico y el enriquecimiento ambiental, redujeron significativamente los deterioros de 

memoria y aprendizaje asociados a la edad. Estas mejoras fueron parejas con la recuperación de 

las vías noradrenérgica, dopaminérgica y serotonérgica, como consecuencia de una mayor 

actividad de las enzimas limitantes (TH y TPH), en hipocampo y estriado. El estrés crónico 

mostró un efecto adverso en la memoria, acompañado por una disminución de la vía 

serotonérgica. Por otra parte, los antioxidantes y el ejercicio físico recuperaron la expresión de 

SIRT1 en el hipocampo, no así el enriquecimiento ambiental. No se observó, en ningún caso, 

modificación de la proteína RbAp48/46. En base a todos estos resultados se puede establecer la 

importancia de las condiciones de vida saludables para preservar las habilidades cognitivas en la 

vejez. 
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RESUM 

 

Entre les estratègies proposades per a mantenir una bona salut mental en arribar a edats 

avançades, una dieta adequada, rica en antioxidants que contraresten els efectes adversos de 

l’envelliment deguts al dany oxidatiu, així com el foment de l'exercici i l'enriquiment socio-

cultural, podrien exercir un paper clau en el retard del deteriorament cognitiu. L'objectiu 

d'aquest treball va ser comparar els efectes neuroprotectors de diverses estratègies dietètiques i 

conductuals mesurant els canvis cognitius i neuroquímics durant l'envelliment a nivell cerebral 

en rates. S'han avaluat els resultats després dels tractaments crònics amb antioxidants 

(resveratrol, α-tocoferol, catequina, poliphenon 60), després d'una dieta rica en antioxidants, 

després de l'aplicació de programes d’exercici físic i d'enriquiment ambiental o d'estrès crònic 

moderat impredictible. Es van analitzar les capacitats cognitives i motores mitjançant una sèrie 

de proves comportamentals en animals de diferents edats. A la fi dels tractaments, un cop 

envellits els animals, es va analitzar la capacitat de síntesi dels neurotransmissors 

monoaminèrgics (noradrenalina, dopamina i serotonina) implicats en els processos cognitius, en 

hipocamp i estriat. Així mateix, es van determinar els nivells de diverses proteïnes (SIRT1, NF-

κB i RbAp48/46) associades al procés de l'envelliment. Els resultats mostren com l'envelliment 

està associat amb un important deteriorament cognitiu, així com una reducció molt significativa 

dels neurotransmissors monoaminèrgics en hipocamp i estriat. També va acompanyat d'un 

declivi en l'expressió de SIRT1 i RbAp48/46. Els tractaments crònics amb antioxidants, 

l'exercici físic i l'enriquiment ambiental, van reduir significativament els deterioraments de 

memòria i aprenentatge associats a l'edat. Aquestes millores van ser parelles amb la recuperació 

de les vies noradrenèrgica, dopaminèrgica i serotonèrgica, com a conseqüència d'una major 

activitat dels enzims limitants (TH i TPH), en hipocamp i estriat. L'estrès crònic va mostrar un 

efecte advers en la memòria, acompanyat per una disminució de la via serotonèrgica. D'altra 

banda, els antioxidants i l'exercici físic van recuperar l'expressió de SIRT1 en l'hipocamp, no 

així l'enriquiment ambiental. No es va observar, en cap cas, modificació de la proteïna 

RbAp48/46. En base a tots aquests resultats es pot establir la importància de les condicions de 

vida saludables per a preservar les habilitats cognitives en la vellesa.  
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ABSTRACT 

 

Among the strategies proposed to maintain good mental health in old age, an adequate diet, 

rich in antioxidants that counteract the adverse effects of aging due to oxidative damage, as well 

as the promotion of exercise and socio-cultural enrichment, could play a key role in delaying 

cognitive decline. The aim of this work was to compare the neuroprotective effects of different 

dietary and behavioral strategies by measuring cognitive and neurochemical changes during 

aging at the brain level in rats. The results have been evaluated after chronic treatments with 

antioxidants (resveratrol, α-tocopherol, catechin, polyphenon 60), after a diet rich in 

antioxidants, after the application of physical exercise and environmental enrichment programs 

or unpredictable moderate chronic stress. Cognitive and motor abilities were analyzed through a 

series of behavioral tests in animals of different ages. At the end of the treatments, once the 

animals were aged, it was analyzed the capacity of synthesis of the monoaminergic 

neurotransmitters (noradrenaline, dopamine and serotonin) involved in the cognitive processes, 

in hippocampus and striatum. Likewise, it was determined the levels of various proteins 

(SIRT1, NF-κB and RbAp48/46) associated with the aging process. The results show how aging 

is associated with an important cognitive deterioration, as well as with a very significant 

reduction in monoaminergic neurotransmitters in hippocampus and striatum. It is also 

accompanied by a decline in the expression of SIRT1 and RbAp48/46. Chronic treatments with 

antioxidants, physical exercise and environmental enrichment significantly reduced age-

associated memory and learning impairments. These improvements were coupled with the 

recovery of the noradrenergic, dopaminergic and serotonergic pathways, as a consequence of an 

increased activity of the limiting enzymes (TH and TPH), in hippocampus and striatum. Chronic 

stress showed an adverse effect on memory, accompanied by a decrease in the serotonergic 

pathway. On the other hand, antioxidants and physical exercise recovered the expression of 

SIRT1 in the hippocampus, but not environmental enrichment. No modification of the 

RbAp48/46 protein was observed in any case. Based on all these results, it is possible to 

establish the importance of healthy living conditions to preserve cognitive abilities in old age. 
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En los últimos años el aumento de la esperanza de vida de la población ha conllevado un 

incremento en la aparición de enfermedades asociadas a la edad, especialmente enfermedades 

relacionadas con el deterioro cognitivo y motor. Es por ello que parte de la investigación 

científica se ha centrado en la búsqueda de terapias o estrategias para paliar los efectos adversos 

asociados a la edad. 

 

1.1 Envejecimiento 

1.1.1 Dinámica poblacional 

En las últimas décadas se han producido cambios demográficos mundiales que están 

conduciendo a un aumento del envejecimiento de la población. Esta situación es resultado de las 

mejoras sanitarias (debidas a su vez a importantes avances en la investigación biomédica) y de 

las mejoras sociales de la población. Así, la aparición de nuevos tratamientos para diversas 

enfermedades originadas a edades tempranas y adultas ha permitido incrementar 

significativamente tanto la calidad de vida como la longevidad. Estas mejoras, junto a la 

disminución de la tasa de natalidad en la mayoría de los países desarrollados, han generado una 

inversión de la tendencia demográfica. Según la Organización Mundial de la Salud y las 

Naciones Unidas, mientras que en el período de 1990-1955 la esperanza de vida al nacer a nivel 

mundial era de 64.5 años para ambos sexos, en el período de 2010-2015 la esperanza de vida se 

incrementó a 70.5 años. Además, las proyecciones realizadas indican que se espera llegar a los 

77.1 años en 2045-2050 e incluso a los 83.2 años en 2095-2100. Eso conllevará que entre el año 

2000 y el 2050 la proporción de la población en el mundo correspondiente a edades superiores a 

60 años se doblará (Fernández Muñoz, 2014) (figura 1). En España también se puede observar 

este incremento significativo de la población mayor de 65 años (figura 2).  

La mayor duración de la vida tiene consecuencias sobre la aparición de enfermedades entre 

la población de edad avanzada, especialmente desórdenes asociados a disfunciones cerebrales 

como demencias, Alzheimer y Parkinson. Además, conlleva modificaciones de los patrones de 

morbilidad (con un aumento de las enfermedades de tipo crónico y degenerativo) y mortalidad. 

Todo ello puede suscitar un importante incremento tanto del gasto en servicios sociales como 

del gasto en sanidad y atención a las necesidades de las personas mayores, conllevando un 

profundo impacto en la salud pública y cambios en la atención hospitalaria (Anuari de 

l’envelliment. Illes Balears, 2014). Por todo ello, es necesario conocer los cambios ocurridos 

durante el proceso del envejecimiento, así como el desarrollo de intervenciones terapéuticas que 

permitan retrasar la aparición de los efectos adversos asociados a la edad, tales como los 

deterioros que se producen en las capacidades cognitivas y motoras de las personas mayores 

(Bishop et al., 2010; Jiang et al., 2001).  
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Figura 1. Proyección estadística de la población mayor de 65 años. En esta figura se representa el 

cálculo estimado del % de población mayor de 65 años, tanto en países desarrollados como en vías de 

desarrollo entre el año 2010 y 2050 (millones y porcentaje) (obtenido de Fernández Muñoz, 2014). 
 

 

Figura 2. Pirámides de población de España: ayer, hoy, mañana. En esta figura se representan las 

pirámides de población en España en el año 1993, 2018 y una proyección del 2043, observándose como el 

porcentaje de personas de edad avanzada es cada vez más significativo (obtenido de Cifras de población, 

Proyecciones de población INE - España, 2020). 

 

1.1.2 Proceso de envejecimiento 

El concepto de envejecimiento es un concepto difícil de definir, no habiendo una definición 

universal aceptada para explicar este proceso. En 1956 Harman postuló que el envejecimiento es 

el resultado de la acumulación de cambios en el cuerpo, ocurridos con el paso del tiempo y que 

provocan un incremento en la probabilidad de sufrir una enfermedad y morir (Harman, 1956). 

En los años posteriores esta idea se ha ido ampliando, considerando al envejecimiento como un 

fenómeno universal en la naturaleza, intrínseco, progresivo, complejo, multifactorial y 

deletéreo, el cual causa una pérdida progresiva de diferentes funciones y un incremento del 
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riesgo de morir (Acuña-Castroviejo et al., 2001; Dabhade y Kotwal, 2013; López-Otín et al., 

2013; Mandavilli et al., 2002; Shokolenkoet al., 2014; Viña et al., 2007).  

Además, en el sistema nervioso central (SNC) el envejecimiento está asociado a 

modificaciones en diversas áreas, tanto a nivel molecular (alteraciones de la expresión genética, 

reducciones de la cantidad de neurotransmisores y neuromoduladores, cambios en la estructura 

de las membranas lipídicas,…) como a nivel estructural (con disminuciones en el tamaño de 

diversas estructuras cerebrales) y funcional (cambios en las densidades sinápticas, alteraciones 

de las relaciones entre áreas cerebrales,…) (Andrews-Hanna et al., 2007; Bishop et al., 2010; 

Del Arco et al., 2011; Joseph et al., 2000; Park y Reuter-Lorenz, 2009). Todo ello conlleva la 

pérdida de funciones cognitivas, motoras y sensoriales (Mora et al., 2007; Park y Reuter-

Lorenz, 2009; Pieramico et al., 2014), estrechamente relacionada con alternaciones en los 

sistemas de neurotransmisión monoaminérgicos y colinérgicos cerebrales (Burgess et al., 2002; 

Del Arco et al., 2011; Diamond et al., 2004; Esteban et al., 2010a, b; González-Burgos y Feria-

Velasco, 2008; Haider et al., 2006, 2007, 2011; McNeill et al., 1984; Meneses, 1999; Peters, 

2006; Sano et al., 1997; Tsunemi et al., 2005). Así, los déficits subyacentes al envejecimiento 

pueden ser el detonante de enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad, siendo muy 

importante la búsqueda de estrategias que puedan retrasar o revertir tales efectos.  

 

1.1.3 Teoría del envejecimiento por estrés oxidativo 

En el proceso del envejecimiento está implicado un complejo número de rutas moleculares 

que se encargan del mantenimiento, reparación y defensa de las funciones celulares (Rattan, 

2014). Debido a la gran diversidad de vías implicadas, han surgido numerosas teorías para 

intentar explicar las causas de este fenómeno (Bishop et al., 2010; Viña et al., 2007). De entre 

todas las teorías surgidas para explicar este proceso, la Teoría del estrés oxidativo o de los 

radicales libres del envejecimiento (Harman, 1956) es una de las más aceptadas. Esta teoría 

indica que el envejecimiento es el resultado del fallo de varios mecanismos protectores del daño 

producido por las especies reactivas de oxígeno (ROS), especialmente a nivel mitocondrial. Las 

mitocondrias son responsables de la producción de energía a través del proceso de fosforilación 

oxidativa que genera adenosina trifosfato (ATP), molécula esencial para las funciones celulares 

(Walker, 1992). La cadena transportadora de electrones consume más del 90% del oxígeno 

tomado por las células (Boveris et al., 1972). Sin embargo, en este proceso también se genera 

ROS como consecuencia de la reducción incompleta de moléculas de oxígeno a agua, aceptor 

final de los electrones en el proceso de la generación de ATP (Ambrosio et al., 1993; Boveris et 

al., 1972). Por ejemplo, alrededor del 1-5% del oxígeno inhalado es convertido al anión 

superóxido durante la respiración celular, incluso en un estado fisiológico normal (Turrens y 

Boveris, 1980). En células sanas la oxidación mitocondrial y generación de ROS ocurre en 
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rangos controlados, pero en condiciones de elevado estrés o en algunas enfermedades la 

producción de ROS se eleva. Estas especies reactivas generadas durante la respiración pueden 

causar daños oxidativos acumulativos en moléculas esenciales como proteínas, lípidos y ADN, 

resultando en la muerte celular (Mariani et al., 2005; Scheibye-Knudsen et al., 2015) y 

afectando a la salud de la mayoría de los órganos vitales (Dai et al., 2014). Este proceso es 

conocido como estrés oxidativo y se le atribuye una gran importancia en el envejecimiento y 

muerte celular (Alexeyev et al., 2004). A partir de las bases que estableció Harman, numerosos 

autores también han sugerido la posibilidad de que el incremento del estrés oxidativo en el 

envejecimiento cerebral pueda conllevar disminuciones de la actividad de las enzimas 

antioxidantes (Pietá Dias et al., 2007; Rodrigues Siqueira et al., 2005; Tian et al., 1998).  

Se ha indicado que las mitocondrias son la principal fuente de ROS; asimismo, también son 

la mayor diana de estas especies tóxicas. Las consecuencias biológicas del incremento de los 

niveles del daño molecular abarcan un amplio rango de efectos, incluyendo modificaciones en la 

expresión génica y estabilidad del genoma, mayor presencia de mutaciones, empeoramiento de 

la comunicación celular, disfunciones tisulares y orgánicas, incremento de la vulnerabilidad al 

estrés y eventualmente la muerte celular y del organismo (Rattan, 2006, 2014). La ausencia de 

histonas protectoras alrededor del ADN mitocondrial (mtADN) y su proximidad a la cadena 

transportadora de electrones lo convierten en un elemento extremadamente vulnerable al daño 

oxidativo. Como resultado, los niveles de oxidación de las bases en el mtADN son 2-3 veces 

superiores al ADN nuclear (Alexeyev et al., 2004; Ames et al., 1993; Chistiakov et al., 2014; 

Hudson et al., 1998; Scheibye-Knudsen et al., 2015; Shigenaga et al., 1994). Si este daño no es 

reparado, se puede producir la disminución de la funcionalidad de la cadena transportadora de 

electrones y el correspondiente aumento de ROS. Este círculo vicioso en la producción de ROS, 

así como el consecuente daño en el mtADN, conlleva una reducción de la producción de energía 

en la célula y su apoptosis (Alexeyev et al., 2004; Mandavilli et al., 2002; Shokolenko et al., 

2014). Sin embargo, otros estudios indican que el daño oxidativo no contribuye a la 

mutagénesis del mtADN asociada a la edad (Greaves et al., 2012; Kennedy et al., 2013; 

Shokolenko et al., 2014), siendo necesarios más estudios para elucidar la causa de la 

mutagénesis del mtADN y el posible rol de ROS en la disfunción mitocondrial ocurrida durante 

el envejecimiento.  

El envejecimiento y las enfermedades asociadas también están acompañados por cambios 

estructurales en las mitocondrias, con las correspondientes modificaciones de las propiedades 

biofísicas de las membranas, tales como la asimetría y la disminución de la fluidez. De igual 

forma, la alteración en las actividades de los complejos de la cadena trasportadora produce 

fallos mitocondriales y desequilibrios de energía. Estas perturbaciones deterioran la función 

mitocondrial, ponen en peligro la homeostasis celular y aumentan la vulnerabilidad al estrés 
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oxidativo (Acuña-Castroviejo et al., 2001; Chistiakov et al., 2014; Eckmann et al., 2013; 

Omodei y Fontana, 2011; Pu et al., 1999). El fallo progresivo de la homeostasis conduce a una 

mala función fisiológica que se manifiesta como un deterioro funcional general, enfermedades 

y, finalmente, la muerte (Rattan, 2006).  

Últimamente se ha re-evaluado el papel de ROS en el envejecimiento y se ha postulado que 

el daño oxidativo puede no ser la causa esencial del envejecimiento (Hekimi et al., 2011; López-

Otín et al., 2013). Varias investigaciones han demostrado una falta de correlación entre el nivel 

de producción de ROS y la longevidad en algunas especies. En base a estas observaciones, 

algunos estudios concluyeron que el aumento de ROS puede prolongar la vida útil de levaduras 

y gusanos (Doonan et al., 2008; Mesquita et al., 2010; Van Raamsdonk y Hekimi, 2009) y que 

manipulaciones genéticas que incrementan ROS en las mitocondrias y el daño oxidativo no 

aceleran el envejecimiento en ratones (Van Remmen et al., 2003; Zhang et al., 2009a). Además, 

recientemente se observó que la ubicación de ROS es crucial para determinar sus efectos sobre 

la esperanza de vida (Schaar et al., 2015); la presencia de niveles elevados de ROS en las 

mitocondrias puede aumentar la esperanza de vida, mientras que en el citoplasma la reducen.  

 

 

 

Figura 3. Doble papel de los niveles de especies de oxígeno reactivo (ROS). Los niveles bajos de ROS 

están implicados en las respuestas de estrés celular y los mecanismos de supervivencia, mientras que los 

niveles altos crónicos de ROS pueden producir daño oxidativo a macromoléculas cruciales y daño celular, 

lo que contribuye al fenotipo envejecido. En consecuencia, los compuestos que activan las sirtuínas, una 

de las vías protectoras frente al estrés oxidativo, pueden ejercer efectos beneficiosos que promueven la 

salud; los antioxidantes también pueden desempeñar un papel importante, especialmente cuando hay 

niveles elevados de ROS (modificado de Ramis et al., 2015a). 
 

Asimismo, varios estudios indican que ROS no solo es el responsable del estrés oxidativo, 

sino que también puede activar moléculas que promueven la salud al prevenir o retrasar varias 

enfermedades crónicas y, en última instancia, prolongar la esperanza de vida (Sena y Chandel, 
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2012). Por lo tanto, ROS podría desempeñar un papel clave en la mediación de la respuesta al 

estrés asociada a la edad, lo que explicaría la correlación observada entre el envejecimiento y 

ROS sin implicar que ROS sea el desencadenante más temprano o la causa principal del 

envejecimiento (Hekimi et al., 2011). Aunque está ampliamente aceptado que niveles altos de 

ROS inducen daño celular y promueven el envejecimiento, bajos niveles pueden mejorar los 

mecanismos de defensa sistémica induciendo una respuesta adaptativa (figura 3), concepto 

conocido como hormesis (Masoro, 2005; Ristow y Schmeisser, 2014). Esto ocurriría porque 

ROS participa en numerosas funciones biológicas cruciales en la señalización y respuesta al 

estrés oxidativo celular (Dai et al., 2014; Shokolenko et al., 2014). Por consiguiente, Hekimi et 

al. (2011) propusieron que el nivel de generación de ROS aumenta gradualmente con la edad 

hasta alcanzar un nivel en el que la toxicidad de ROS participaría en la producción del daño que 

se suponía que ayudaría a aliviar. Así, los eventos de señalización de dosis bajas mediadas por 

ROS pueden converger para mejorar la fisiología celular y el control homeostático (Cristòfol et 

al., 2012; Ristow y Schmeisser, 2014). 

 

1.1.4 Consecuencias del envejecimiento a nivel cerebral 

El cerebro es uno de los órganos clave en el envejecimiento del organismo. Además, cabe 

destacar que es una de las estructuras del organismo más susceptibles a la excesiva carga de 

radicales libres que se producen con la edad (Floyd et al., 2002; Möller et al., 2010). En parte es 

debido a que el cerebro, aunque solo constituye un pequeño porcentaje del peso corporal, 

consume una gran cantidad de oxígeno para hacer frente al gran rendimiento energético que 

posee. Sin embargo, a pesar de este elevado consumo, no está dotado de un sistema antioxidante 

adicional u otros mecanismos de defensa. Es por ello que el envejecimiento cerebral podría estar 

asociado, al menos parcialmente, a un desequilibrio progresivo entre las defensas antioxidantes 

y las concentraciones intracelulares de ROS. La composición molecular de las estructuras 

cerebrales, con membranas ricas en ácidos grasos poliinsaturados fácilmente oxidables, también 

podría contribuir a la acumulación del daño neuronal con la edad (Coyle y Puttfarcken, 1993; 

Freeman y Keller, 2012; Kedar, 2003; Mariani et al., 2005; Maxwell, 1995; Reiter, 1998; Sohal 

et al., 1990; Yankner et al., 2008). Por todo ello, el daño producido por el estrés oxidativo se 

considera un factor muy importante en el desarrollo y consecuencias tanto del declive cognitivo 

asociado a la edad como de numerosas enfermedades neurodegenerativas (Bishop et al., 2010). 

El proceso de envejecimiento en el cerebro conlleva varios cambios estructurales y 

fisiológicos que pueden afectar a la funcionalidad del mismo, incluso en ausencia de 

enfermedades neurodegenerativas (Bishop et al., 2010; Forster et al., 1996; Viña et al., 2007). 

Estos cambios están asociados a un empeoramiento de las funciones cognitivas y motoras, 

pudiendo comprometer la capacidad de las personas mayores para mantener un estilo de vida 
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activo e independiente (Cruz-Sánchez et al., 1997). A continuación, se detallan algunos de estos 

cambios cerebrales asociados a la edad, los cuales están implicados en los procesos cognitivos 

analizados en esta tesis. 

 

1.1.4.1 Declive cognitivo y motor asociado al envejecimiento 

Durante el envejecimiento se produce un deterioro de las capacidades cognitivas y motoras, 

el cual puede llevar a comprometer la calidad de vida del individuo. El control de los 

movimientos requiere de una interacción compleja de los sistemas cognitivo y sensoriomotor. 

Con la edad, la capacidad motora sufre numerosas alteraciones que pueden ser debidas a 

disfunciones del sistema neuromuscular regulado tanto por el sistema nervioso central como 

periférico (Diggles-Buckles, 1993; Salthouse, 1982, 1988; Welford, 1984). Entre estas 

alteraciones destacan la disminución del equilibrio y la coordinación, así como la pérdida de 

fuerza muscular (Contreras-Vidal et al., 1998; Darling et al., 1989; Greene y Williams, 1996; 

Seidler et al., 2010). Estos cambios también se asocian a ejecuciones de movimiento más lentos 

y tiempos de reacción superiores (Ketcham y Stelmach, 2004; Serrien et al., 2000; Spirduso et 

al., 1995). Esta mayor lentitud para procesar la información asociada al movimiento podría 

deberse a un incremento del ruido neural y otros cambios sinápticos (Salthouse, 1993; Salthouse 

y Somberg, 1982). Además, las numerosas acciones que subyacen a la vida diaria imponen una 

carga adicional en las personas mayores en comparación a los jóvenes, lo cual podría ser debido 

a disminuciones en el procesamiento cognitivo con la edad (Clark, 1996; Hasher y Zacks, 1988; 

McDowd et al., 1991; Serrien et al., 2000) y al deterioro de las estructuras y funciones 

sensoriales (Schaumburg et al., 1983; Skinner et al., 1984; Stelmach y Sirica, 1986). 

 

 
 

Figura 4. Efectos del envejecimiento sobre varias habilidades cognitivas, tales como la velocidad de 

procesamiento, memoria de trabajo, memoria a largo plazo y el lenguaje. Casi todas las medidas de la 

función cognitiva muestran un declive con la edad, excepto el lenguaje, que incluso puede mostrar alguna 

mejora (modificado de Park y Reuter-Lorenz, 2009). 
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A medida que los individuos envejecen, muchos aspectos del procesamiento de la 

información se vuelven menos eficientes, incluida la velocidad de procesamiento, la capacidad 

de la memoria de trabajo, la función inhibitoria y la memoria a largo plazo. Al mismo tiempo, 

otros aspectos de la función cognitiva como el lenguaje y la memoria implícita están protegidos 

y son relativamente resistentes al envejecimiento cognitivo (figura 4) (Glorioso y Sibille, 2011; 

Park et al., 2002; Park y Reuter-Lorenz, 2009; Zacks et al., 2000).   

Existen varias clasificaciones de la memoria. Entre ellas se encuentra la teoría basada en los 

psicólogos Richard Atkinson y Richard Shiffrin (1968), en la que se considera que la 

información va pasando por diferentes almacenes de memoria a medida que se va procesando. 

Según esta teoría, contamos con tres tipos distintos de memoria: la memoria sensorial, la 

memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo.  

A) La memoria sensorial se correspondería a una memoria muy breve, la cual llega a través 

de los sentidos y rápidamente desaparece o se transmite a la memoria a corto plazo. 

B) La memoria a corto plazo permite mantener durante un período de tiempo concreto los 

estímulos o acontecimientos del presente y es capaz de manipular esa información, 

interviniendo en otros procesos cognitivos superiores a lo largo de toda la vida (Cowan, 2008; 

Klingberg, 2010). Este tipo de memoria también es conocida como memoria de trabajo por su 

importancia funcional en el procesamiento cognitivo, permitiendo el desarrollo de tareas 

cognitivas como el razonamiento, la comprensión y la resolución de problemas. Así, en este tipo 

de memoria intervendría: el bucle fonológico (que trabaja con información verbal; por ejemplo, 

interviniendo en la lectura o en el aprendizaje de un número de teléfono), la agenda visoespacial 

(trabajando con un formato de imágenes visoespacial; por ejemplo, participaría en el 

aprendizaje de un itinerario) y el sistema ejecutivo (integrando y regulando información 

procedente de una variedad de fuentes, como la visual, espacial y verbal) (Baddeley, 1992). Sin 

embargo, nuevos estudios consideran que la memoria de trabajo debería diferenciarse de la 

memoria a corto plazo.  

C) La memoria a largo plazo permite almacenar la información de forma duradera (Cowan, 

2008), pudiéndose clasificar en memoria implícita y explícita. 

- La memoria implícita o no declarativa se almacena de manera inconsciente, aunque la 

recuperación de dicha información sea consciente o inconsciente. Está implicada en el 

aprendizaje de diversas habilidades, cuya repetición tiende a incrementar la destreza en su 

ejecución y se activa de modo automático. Por ejemplo, intervendría en el proceso de montar en 

bicicleta o conducir un automóvil.  

- La memoria explícita o declarativa está asociada a la consciencia o, al menos, a la 

percepción consciente. Se pueden distinguir dos tipos: la memoria semántica (son, por ejemplo, 
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los conocimientos sobre el mundo exterior o los nombres de personas y cosas y su significado, 

información que hemos ido aprendiendo durante nuestra vida) y la episódica (la memoria 

autobiográfica que permite recordar hechos concretos o experiencias personales). 

 

En el cerebro podemos encontrar varias estructuras cerebrales que participan en los procesos 

de memoria y aprendizaje. Sin embargo, entre estas áreas el hipocampo y el cuerpo estriado 

jugarían un papel clave en dichos procesos cognitivos. Estas dos regiones pueden funcionar en 

paralelo como parte de un sistema dinámico de memoria (Kim y Baxter, 2001; Poldrack y 

Packard, 2003). Cabe destacar que la función de estas áreas cerebrales se ve considerablemente 

afectada con la edad, conllevando deterioros en diversos procesos cognitivos y motores 

(Driscoll y Sutherland, 2005; Umegaki et al., 2008). Es por ello que la presente tesis doctoral se 

ha centrado principalmente en estas dos regiones para el análisis del deterioro cognitivo 

asociado al envejecimiento.  

 

1.1.4.2 Cambios estructurales y neurofisiológicos en el cerebro envejecido 

El declive cognitivo y motor asociado a la edad puede deberse en parte a los cambios que se 

producen tanto a nivel estructural como a nivel neurofisiológico. Además, el envejecimiento es 

un proceso que parece ser específico para cada área cerebral, estando relacionado con los 

sustratos moleculares sinápticos neuronales de esa área (Mora et al., 2007).  

A nivel estructural se han descrito modificaciones en la anatomía de las neuronas, tales como 

cambios en el tamaño del soma neuronal, desmielinizaciones de los axones o modificaciones de 

las dendritas (Burke y Barnes., 2006; Liu et al., 2017; Sugiyama et al., 2002). Además, se 

producen reducciones en el volumen de materia gris (Finch, 1993; Glorioso y Sibille, 2011; 

Greenough et al., 1986), lo cual podría estar en parte relacionado con la disminución en el 

número de espinas dendríticas que se produce durante el envejecimiento ya que se ha observado 

una menor densidad sináptica (Saito et al., 1994; Terry y Katzman, 2001). Se han observado 

también cambios en la barrera hematoencefálica afectando a la homeostasis cerebral, 

considerándose que la desregulación o el deterioro de dicha barrera es uno de los factores que 

pueden desencadenar en el envejecimiento cerebral y enfermedades neurodegenerativas 

(Delaney y Campbell, 2017; Erdő et al., 2017). 

Estos cambios podrían conllevar alteraciones funcionales, tales como una disminución de la 

plasticidad neuronal, así como reducciones de la eficacia de los procesos de comunicación 

neuronal y neurotransmisión (por ejemplo, afectando a los potenciales de acción y su velocidad 

de conducción) (Randall et al., 2012; Rizzo et al., 2015; Sibille, 2013; Todorova y Blokland, 

2017; Zhang et al., 2013).  
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Entre todos los cambios que se producen con la edad, en este estudio nos hemos centrado en 

el estudio de las vías monoaminérgicas tanto en el hipocampo como el estriado, así como la 

alteración en la expresión de diversas proteínas que juegan un papel importante en el proceso 

del envejecimiento. 

 

1.1.4.2.1 Alteraciones del sistema de neurotransmisión monoaminérgica 

Una de las principales causas de la disfunción del SNC es la alteración de la concentración 

de neurotransmisores en el cerebro. Los neurotransmisores monoaminérgicos están 

involucrados en numerosas funciones cerebrales, cuyo funcionamiento se ve considerablemente 

afectado durante el envejecimiento. 

El sistema monoaminérgico está formado por neurotransmisores y neuromoduladores cuya 

estructura química consiste en un anillo aromático conectado a un grupo amino. Las 

monoaminas pueden derivar de aminoácidos aromáticos como la fenilalanina, la tirosina o el 

triptófano. Dentro del grupo de las monoaminas se encuentran: las catecolaminas, las 

indolaminas y la imidazolamina (Carlsson, 1987). Estos compuestos, además de tener actividad 

neurotransmisora, también poseen actividad neuromoduladora, pudiendo ejercer una influencia 

directa o indirecta sobre la excitabilidad de las neuronas a las que estimulan (González-Burgos y 

Feria-Velasco, 2009). Las monoaminas se sintetizan y liberan en los terminales nerviosos de 

varias regiones del cerebro, tales como el hipocampo (región rica en neuronas noradrenérgicas y 

serotonérgicas) (Berumen et al., 2012; Viljoen y Panzer, 2007) y el estriado (región rica en 

neuronas dopaminérgicas y serotonérgicas) (George et al., 1994; Phillips, 2003), participando en 

la organización de diversos procesos cognitivos incluyendo el aprendizaje, la memoria y la 

actividad locomotora (Adams et al., 2008; Burgess et al., 2002; Cools, 2011; Gonzalez-Burgos 

y Feria-Velasco, 2008; Kemp y Manahan-Vaughan, 2008; Lemon et al., 2009; Lemon y 

Manahan-Vaughan 2006; Li et al., 2003; McNeill et al., 1984; Meneses, 1999; Schmitt et al., 

2006). De esta forma, la disminución de las capacidades cognitivas y motoras durante el 

envejecimiento se ha asociado con una reducción de la neurotransmisión monoaminérgica en 

regiones involucradas en procesos cognitivos y motores como el hipocampo y el estriado 

(Esteban et al., 2010a, b; Haider et al., 2011, 2014; Luine et al., 1990; Ramis et al., 2016, 2020, 

2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018; Tsunemi et al., 2005).  

Varios estudios han indicado que el estrés oxidativo es capaz de desactivar directamente la 

función enzimática de las enzimas limitantes en la síntesis de monoaminas, concretamente la 

actividad de triptófano hidroxilasa y tirosina hidroxilasa (Cash, 1998; De la Cruz et al., 1996; 

Hussain y Mitra, 2000; Kuhn y Arthur, 1996), lo que podría explicar la marcada disminución 

relacionada con la edad de las monoaminas centrales en las regiones cerebrales indicadas 

anteriormente. 



Introducción 

17 

 

A) Sistema catecolaminérgico: 

El sistema catecolaminérgico está formado por el sistema noradrenérgico y el sistema 

dopaminérgico. En el paso inicial de la vía de las catecolaminas la enzima tirosina hidroxilasa 

(TH), limitante de esta vía, cataliza el paso de la L-tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA). 

A continuación, DOPA es descarboxilada de forma rápida por la enzima descarboxilasa de L-

aminoácidos aromáticos (AADC) para formar dopamina (DA) y ésta posteriormente es 

transformada en noradrenalina (NA) (figura 5) (Fernstrom y Fernstrom, 2007). Debido a que la 

TH cataliza la reacción inicial y es la enzima autolimitante en la biosíntesis de las 

catecolaminas, los niveles tisulares de DA y NA están determinados, en gran medida, por la 

actividad de esta enzima.  

 
 

Figura 5. Esquema de la síntesis de las catecolaminas (izquierda) y la síntesis de la serotonina 

(derecha). 
 

En relación al sistema dopaminérgico, esta vía se ha asociado significativamente a diversos 

procesos cognitivos (Lemon y Manahan-Vaughan, 2006; Li et al., 2003; Manahan-Vaughan y 

Kulla, 2003). Varios estudios han indicado que, con la edad, la actividad de la vía 

dopaminérgica disminuye debido al descenso del número de receptores dopaminérgicos y 

sinapsis y/o a su afinidad por los receptores (Peters, 2006; Seidler et al., 2010). Además, esta 

reducción también lleva ligada disminuciones en las capacidades cognitivas y motoras (Esteban 

et al., 2010a, b; Peters, 2006; Seidler et al., 2010; Volkow et al., 1998). Por ejemplo, se ha 

encontrado una correlación negativa entre los niveles de DA y el número de errores cometidos 

en el laberinto en forma de T (Sahakian et al., 1985). 
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De modo similar, la NA también participa en funciones cognitivas y es fundamental para la 

consolidación de la memoria. Así, la alteración de su concentración en el cerebro durante el 

desarrollo podría comprometer la capacidad cognitiva (Tsunemi et al., 2005). Reducciones de la 

neurotransmisión noradrenérgica se han asociado a déficits en el aprendizaje espacial en ratas de 

edad avanzada (Collier et al., 2004). Asimismo, esta vía es importante tanto en el procesamiento 

de nueva información como en la exploración de la novedad (Delini-Stula et al., 1984), lo cual 

requiere un aumento de la actividad noradrenérgica en el locus coeruleus (Sara et al., 1995; 

Vankov et al., 1995) y la liberación de NA en el hipocampo (Lemon et al., 2009; Sara et al., 

1994). Los niveles de NA, igual que en la DA, se reducen significativamente con la edad, 

conllevando alteraciones de las capacidades cognitivas asociadas (Esteban et al., 2010a, b; 

Luine et al., 1990). 

 

B) Sistema sertonérgico: 

La serotonina (5-HT) se sintetiza a partir del triptófano gracias a la acción de la enzima 

triptófano hidroxilasa (TPH). Dicha enzima transforma el triptófano de la dieta en 5-

hidroxitriptófano (5-HTP), el cual es rápidamente descarboxilado y transformado en 5-HT por 

la enzima descarboxilasa de aminoácidos L-aromáticos (figura 5) (Lovenberg et al., 1962). 

Existen dos isoformas de la enzima TPH: la isoforma tipo 1 (TPH-1) y la isoforma tipo 2 (TPH-

2). La TPH-1 se encuentra principalmente en la glándula pineal y en las células del intestino, 

mientras que TPH-2 se expresa especialmente en el cerebro (Walther et al., 2003). El sistema 

serotonérgico tiene un papel muy importante en la función de la memoria y el aprendizaje 

(Gonzalez-Burgos y Feria-Velasco, 2009; Schmitt et al., 2006). Alteraciones en la actividad de 

la TPH pueden reducir los niveles de 5-HT cerebrales, relacionándose con la depresión tardía y 

otros trastornos cerebrales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson 

(Hussain y Mitra, 2000). Además, la disminución de 5-HT asociada a la edad (Haider et al., 

2014; Koprowska et al., 2004) podría estar involucrada en cambios en la regulación de la 

plasticidad sináptica y la neurogénesis (Mattson et al., 2004). En este sentido, durante el 

envejecimiento se han observado cambios en la densidad de los receptores serotonérgicos 

(Seyedabadi et al., 2014). Por otra parte, algunos estudios han demostrado que el aumento de 5-

HT en el cerebro mejora el rendimiento cognitivo (Haider et al., 2006) y el uso de diversos 

moduladores de serotonina han dado resultados positivos en el tratamiento de varios trastornos 

de la memoria (Perez-Garcia y Meneses, 2008; Seyedabadi et al., 2014). 

La melatonina endógena (N-acetyl-5-methoxytryptamine) es un derivado de 5-HT muy 

importante para la sincronización de los ritmos biológicos, así como un potente compuesto para 

prevenir el daño oxidativo. Esta indolamina tiene la capacidad de actuar directamente como un 

antioxidante (Tan et al., 1993) y también puede incrementar la actividad de enzimas 
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antioxidantes endógenas (Fischer et al., 2013; García et al., 2014; Rodriguez et al., 2004). 

Además, cabe destacar que los metabolitos resultantes son capaces de actuar contra especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno (Allegra et al., 2003; Galano et al., 2013; Tan et al., 2014). Por 

otra parte, la melatonina puede interactuar con numerosas vías de señalización intracelulares 

(Acuña-Castroviejo et al., 1994; Dubocovich y Markowska, 2005; León et al., 2005), 

incluyendo la activación de sirtuínas (Chang et al., 2009; Kireev et al., 2013; Lim et al., 2012; 

Ramis et al., 2015a, b; Yang et al., 2015b). En la glándula pineal la 5-HT es el precursor de la 

síntesis de melatonina mediante la acción de la enzima TPH-1. Sin embargo, durante el 

envejecimiento se produce un deterioro morfológico y funcional de la glándula pineal, 

acompañado por un descenso significativo de la biosíntesis de melatonina endógena en dicha 

glándula (Reiter et al., 1980, 1981). Esta reducción de melatonina puede conllevar alteraciones 

en los ciclos cronobiológicos, así como el desarrollo de diversas enfermedades (dolencias 

cardiovasculares, cáncer…) y envejecimiento prematuro (Erren y Reiter, 2008; Poeggeler, 

2005). La disminución de la síntesis de melatonina con la edad puede relacionarse con 

alternaciones en la actividad de TPH-1 y las correspondientes reducciones en la síntesis de 5-

HT. Es por ello que el consumo de alimentos ricos en triptófano y melatonina pueden contribuir 

a recuperar la función de la glándula pineal, previniendo el descenso de la síntesis de 5-HT y la 

melatonina (Esteban et al., 2010a; Moranta et al., 2014). 

 

1.1.4.2.2 Relación de sirtuínas, NF-kB y RbAp48 con el envejecimiento y el declive cognitivo  

Numerosas vías de señalización se ven alteradas durante el envejecimiento (Bishop et al., 

2010). Es por ello que comprender los mecanismos modificados e identificar los moduladores 

asociados puede tener importantes consecuencias en la prevención y tratamiento de las 

discapacidades y las enfermedades relacionadas con la edad (Glorioso y Sibille, 2011). En la 

presente tesis doctoral se han analizado tres posibles vías que pueden estar relacionadas con la 

memoria y los cambios producidos con la edad: SIRT1, NF-𝜅B y RbAp48. 

 

A) La restricción calórica y la vía de las sirtuínas en relación a la longevidad y el 

envejecimiento 
 

La restricción calórica (RC), es decir, la reducción de la ingesta de calorías sin causar 

malnutrición, es la única intervención conocida que aumenta la esperanza de vida en muchas 

especies como levaduras, moscas de la fruta, nematodos, peces, ratas, ratones, hámsteres y 

perros (Ingram y Roth, 2015; Masoro, 2005; Weindruch, 1996) e incluso primates (Colman et 

al., 2009; Ingram et al., 2006). La evidencia de que la longevidad de los mamíferos podría 

incrementarse surgió en 1935 en un estudio con roedores que mostró que la RC incrementó el 

promedio de vida, así como la vida útil máxima, y retrasó la aparición de patologías asociadas a 
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la edad (McCay et al. 1935). Sin embargo, no fue hasta la década de 1990 que la restricción 

calórica se vio como un modelo científico que podría proporcionar información sobre el retraso 

del proceso de envejecimiento y, por lo tanto, identificar los mecanismos subyacentes del 

envejecimiento (Kennedy et al., 2007). Se ha demostrado que la RC retarda la acumulación de 

moléculas dañadas por la oxidación asociada a la edad. Así, atenúa el aumento asociado a la 

edad en la peroxidación de lípidos (Matsuo et al., 1993), anula la acumulación de proteínas 

oxidadas, eleva el recambio de proteínas (Dubey et al., 1996; Lee et al., 1999) y reduce el daño 

oxidativo del ADN (Chistiakov et al., 2014), reflejándose en los niveles de 8-oxo-2-

desoxiguanosina (Hamilton et al., 2001; Sohal et al., 1990). Todo ello conduce a una mejora de 

la función mitocondrial general y biogénesis mitocondrial (Chistiakov et al., 2014; Civitarese et 

al., 2007). Además, se ha descrito que la RC en mamíferos induce una red compleja de cambios 

fisiológicos y de comportamiento, como una reducción de la glucosa en sangre, triglicéridos y 

factores de crecimiento, una disminución en la temperatura corporal y un aumento en el 

movimiento y la actividad (Lane et al., 2002; Mattison et al., 2003; Speakman y Mitchell, 2011; 

Weindruch, 1996). Todos estos cambios pueden llevar a una mejoría en la salud, reduciendo la 

incidencia y la aparición de enfermedades relacionadas con el envejecimiento, aumentando la 

resistencia al estrés oxidativo y desacelerando el deterioro funcional (Allard et al., 2009; Ingram 

et al., 2006; Ingram y Roth, 2015; Omodei y Fontana, 2011). Incluso si se pudiera corroborar la 

RC como una estrategia eficaz contra el envejecimiento en humanos, la aplicación de esta 

intervención sería problemática debido al grado y la duración de la restricción requerida. Es por 

ello que numerosos estudios se han centrado en la búsqueda o creación de “miméticos de la 

restricción calórica”. Esta estrategia se enfoca en la identificación de compuestos que pueden 

imitar algunos de los efectos beneficiosos asociados con la RC, incluyendo la capacidad de 

actuar sobre las vías metabólicas y de respuesta al estrés moduladas por la RC (Ingram et al., 

2004; Ingram y Roth, 2015). 

Una gran cantidad de estudios ha sugerido que el incremento de la vida útil y los principales 

efectos beneficiosos para la salud de la RC están mediados por mecanismos que involucran a las 

sirtuínas (Michan y Sinclair, 2007; Sauve et al., 2006). Las sirtuínas son una antigua familia de 

histonas deacetilasas dependientes de nicotinamida adenina dinucleótido (NAD
+
) (Imai et al., 

2000; Landry et al., 2000; Morris, 2013), ampliamente distribuidas en todos los filos. Las 

sirtuínas desempeñan varios roles en diversos procesos biológicos (Michan y Sinclair, 2007; 

Morris, 2013; Sauve et al., 2006), tales como el silenciamiento transcripcional, recombinación 

de ADN y mecanismos de reparación (Bennett et al., 2001; Brachmann et al., 1995; O'Hagan et 

al., 2008; Oberdoerffer et al., 2008), apoptosis (Luo et al., 2001; Motta et al., 2004), respuesta 

celular al estrés (Anderson et al., 2003; Brunet et al., 2004; Cohen et al., 2004), protección 
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axonal (Araki et al., 2004) y el envejecimiento (Guarente, 2000; Kaeberlein et al., 2004; Lin et 

al., 2000; Oberdoerffer et al., 2008). 

En los mamíferos se pueden encontrar 7 sirtuínas diferentes (SIRT1-7), las cuales regulan un 

conjunto diverso de vías relacionadas con el metabolismo energético, la supervivencia celular y 

la longevidad (Michan y Sinclair, 2007). Todas las sirtuínas de mamíferos contienen un dominio 

de unión NAD
+
 y un dominio catalítico, pero difieren en sus dominios terminales (Horio et al., 

2011; Morris, 2013). Estas siete sirtuínas tienen diferentes sustratos y se localizan en 

compartimentos celulares específicos (Yamamoto et al., 2007). Además de tener una 

localización particular dentro de las células, en el cerebro cada tipo de sirtuína también tiene un 

patrón de expresión variable dependiente de cada región cerebral (Sidorova-Darmos et al., 

2014). Entre todas las sirtuínas, la sirtuína 1 (SIRT1) ha sido una de las más estudiadas (Haigis 

y Guarente, 2006). SIRT1 puede desacetilar histonas (Imai et al., 2000; Vaquero et al., 2004), 

así como un gran número de sustratos (Yamamoto et al., 2007), incluyendo la proteína 

supresora de tumores p53, el factor de reparación de ADN Ku70, el factor nuclear NF-κB 

(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), el 

transductor de señal y activador de transcripción 3 de la familia FOXO y otras proteínas que 

afectan a la resistencia al estrés en las células (Bernier et al., 2011; Brunet et al., 2004; Cohen et 

al., 2004; Luo et al., 2001; Motta et al., 2004; Vaziri et al., 2001; Yeung et al., 2004). Diversos 

estudios han sugerido también que SIRT1 juega un papel importante en el metabolismo 

energético; se cree que la dependencia de NAD
+ 

como cofactor para la catálisis vincula la 

actividad de SIRT1 con el estado energético y metabólico de la célula (Imai et al., 2000; Landry 

et al., 2000). Además, el metabolismo de la glucosa, los ácidos grasos y el colesterol es 

modulado en varios tipos de células por los efectos de SIRT1 sobre reguladores conocidos de 

enzimas metabólicas, entre las que se encuentran el coactivador transcripcional 1 alfa (PGC-1α), 

el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR-γ) y el receptor hepático 

X (Gerhart-Hines et al., 2007; Picard et al., 2004; Rodgers y Puigserver, 2007). 

Asimismo, las aplicaciones potenciales de las sirtuínas en la supervivencia de las células 

neuronales, la respuesta al estrés y el control del ciclo celular apuntan a la importancia de esta 

familia de genes en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas y el cáncer 

(Yamamoto et al., 2007). SIRT1 desempeña un papel clave en el mantenimiento de los sistemas 

neuronales y el comportamiento durante el envejecimiento normal, incluida la modulación de la 

plasticidad sináptica y los procesos de memoria (Herskovits y Guarente, 2014). Así, SIRT1 se 

expresa en las neuronas del hipocampo y su ausencia conlleva deterioros de las habilidades 

cognitivas, incluyendo la memoria inmediata, el condicionamiento clásico y el aprendizaje 

espacial (Michán et al., 2010). Por lo tanto, SIRT1 puede ofrecer un enfoque prometedor en el 

tratamiento de varias enfermedades neurodegenerativas (Herskovits y Guarente, 2013, 2014). 
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Por ejemplo, se ha observado que una mayor actividad de SIRT1 protege contra la toxicidad de 

la proteína β amiloide en cultivos celulares y la neurodegeneración en el modelo de ratón 

p25/CDK5, el cual presenta aspectos de la patología de la enfermedad de Alzheimer y la 

tauopatía (Kim et al., 2007).  

Se han identificado varios compuestos que tienen la capacidad de activar sirtuínas en 

diversos organismos, incluidos levaduras, moscas y mamíferos. Entre estos activadores se 

encuentran varios polifenoles (como el resveratrol, antioxidante presente en diversos alimentos), 

la melatonina (indolamina producida en la mayor parte de organismos, incluyendo los 

mamíferos), así como una serie de compuestos farmacéuticos (por ejemplo, el compuesto 

SRT1720) (Baur, 2010; Minor et al., 2011; Sauve et al., 2005, 2006; Yu et al., 2014).  

 

B) Neuroinflamación y envejecimiento. La vía de NF-kB 
 

Durante el proceso de envejecimiento otra característica habitual es el incremento de 

procesos asociados a la inflamación. La neuroinflamación es un mecanismo de defensa contra 

los estímulos dañinos y el daño cerebral. Sin embargo, la inflamación crónica puede resultar 

perjudicial tanto en el propio proceso del envejecimiento como en enfermedades 

neurodegenerativas asociadas a la edad. Además, la neuroinflamación crónica puede asociarse a 

procesos neurodegenerativos implicados en el deterioro cognitivo y la disfunción motora (Bok 

et al., 2019; Di Benedetto et al., 2017; Godbout et al., 2005; Mattson y Arumugam, 2018; 

Salminen et al., 2008; Spencer et al., 2012). En relación a ello, la inducción de genes asociados 

a respuestas inmunitarias e inflamatorias se observa en la mayoría de las regiones del cerebro 

humano durante el envejecimiento normal, aunque los cambios varían en las distintas áreas 

cerebrales (Berchtold et al., 2008; Cribbs et al., 2012; Soreq et al., 2017).  

NF-𝜅B es un factor de transcripción para genes involucrados en la supervivencia celular y 

apoptosis, inflamación, adhesión celular, diferenciación y crecimiento celular. Además, es 

activado por una gran variedad de estímulos como agentes inflamatorios, patógenos o 

promotores tumorales (Dorai y Aggarwal, 2004; Hayden y Ghosh, 2008; Karin et al., 2004; 

Sivandzade et al., 2018; Tilstra et al., 2012). En los mamíferos NF-𝜅B consta de cinco 

subunidades (RelA, RelB, c-Rel, p105/50 y p100/52) que poseen funciones de activador 

transcripcional (proteínas Rel) o de represor (p50, p52). Dentro del SNC la señalización de NF-

𝜅B abarca la activación principalmente de heterodímeros que contienen RelA, c-Rel y p50. 

Asimismo, en neuronas y poblaciones de células gliales NF-κB se activa rápidamente bajo un 

estrés metabólico o traumático (Haenold et al., 2014; Herrmann et al., 2005). Este factor de 

transcripción también posee actividad constitutiva en subconjuntos de poblaciones de células 

neuronales (Kaltschmidt et al., 1994). NF-ĸB es un factor de respuesta rápida que se mantiene 

en un estado de "reposo" a través de la asociación con el inhibidor de proteínas ĸB (IĸB). Los 
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estímulos inductores, tales como el estrés oxidativo, las citoquinas y los patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs), estimulan los receptores de la superficie celular 

desencadenando la activación del complejo de quinasa IĸB, lo que lleva a la fosforilación, 

ubiquitinación y degradación de IĸB. La degradación proteasomal de IĸB, por lo tanto, conduce 

a la liberación y translocación de dímeros NF-ĸB al núcleo donde se unen a secuencias 

específicas de ADN y promueven la transcripción de genes diana específicos. Aunque el NF-ĸB 

se caracterizó por primera vez en células del sistema hematopoyético, diversas investigaciones 

muestran su presencia en la mayoría de células, incluidas las neuronas, astrocitos, microglía, 

oligodendrocitos y células endoteliales de unidades neurovasculares y cerebrovasculares. 

Además, varios estudios han demostrado un papel fisiológico importante de la vía de 

señalización NF-ĸB en el SNC, desarrollando funciones relacionadas con respuestas celulares a 

las lesiones neuronales y la plasticidad sináptica (Baker et al., 2011; Hayden y Ghosh, 2012; 

Shih et al., 2015; Sivandzade et al., 2018; Zhang et al., 2017). Sin embargo, con la edad se 

produce la sobreactivación de esta vía (Bok et al., 2019; Tilstra et al., 2012), lo cual conllevaría 

una neuroinflamación crónica. La inflamación continuada induce la generación de ROS en 

varios tipos celulares y, a su vez, ROS puede activar NF-ĸB, formándose un bucle de mayor 

producción de ROS e incremento de la actividad de NF-ĸB (Chung et al., 2002; Mhatre et al., 

2004). 

Varios estudios han sugerido que la RC reduce la inflamación inhibiendo la vía de 

señalización NF-ĸB en el cerebro. Este efecto podría ser debido a que la activación de la vía de 

señalización de NF-ĸB puede ser regulada por SIRT1 (la cual mediaría la desacetilación de la 

subunidad p65 de NF-ĸB), disminuyendo la inflamación (Oeckinghaus y Ghosh, 2009; Yeung 

et al., 2004) y la secreción de citoquinas proinflamatorias (Csiszar et al., 2014; Xu et al., 2015; 

Zhang et al., 2016). Es por ello que activadores de SIRT1 (tales como algunos polifenoles) 

podrían regular los procesos inflamatorios (Spencer et al., 2012).  

 

C) Papel de RbAp en el declive cognitivo asociado a la edad 

En un estudio del grupo liderado por Eric R. Kandel mostraron que la pérdida de la proteína 

de unión a histonas RbAp (del inglés retinoblastoma-binding protein) en el giro dentado (una 

subregión del hipocampo) es clave para la disminución de la memoria relacionada con la edad 

(Pavlopoulos et al., 2013). En este estudio se observó que los ratones de edad avanzada 

presentaban niveles de RbAp48 más bajos que los animales jóvenes. Además, al inducir la 

expresión de una forma negativa dominante de RbAp48 en ratones jóvenes (RbAp48-DN), estos 

animales mostraban una menor capacidad que los animales control para desarrollar tareas 

relacionadas con la memoria de reconocimiento de objetos nuevos y con la memoria espacial. 

En ambas tareas, los déficits de memoria fueron similares a los de ratones de tipo salvaje 
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envejecidos genéticamente. Cabe destacar que cuando los autores detuvieron la expresión de 

RbAp48-DN (alimentando a los ratones con doxiciclina) se remitieron los efectos adversos 

sobre la memoria. Es por ello que la falta de RbAp48 puede comprometer la capacidad para 

formar recuerdos sólidos de objetos y ubicaciones nuevas.  

La proteína RbAp48 interactúa con las histonas y modifica su acetilación, lo que es crucial 

para la consolidación de la memoria. Así, en los ratones que expresan RbAp48-DN se observó 

una disminución específica en el giro dentado de la actividad de la histona acetiltransferasa 

(HAT) de la proteína de unión CREB (CBP) y una reducción en los niveles de histonas 

acetiladas H4 y H2B. Por otra parte, cuando los autores incrementaron la expresión de RbAp48 

en el giro dentado de ratones envejecidos, no solo pudieron mejorar los déficits de memoria de 

estos ratones, sino que también aumentaron la actividad HAT de la CBP y los niveles de H4 y 

H2B acetilados (Pavlopoulos et al., 2013). Posteriormente se ha indicado que la proteína 

RbAp48 puede controlar la expresión de las proteínas BDNF (del inglés brain derived 

neurotrophic factor) y GPR158 (receptor acoplado a proteínas G 158) en el hipocampo 

(Kosmidis et al., 2018), ambos componentes críticos de la señalización de la osteocalcina 

(OCN) en el hipocampo del ratón. Kosmidis et al. mostraron que la inhibición de RbAp48 

hipocampal inhibe las funciones beneficiosas de OCN en la cognición y provoca déficits en la 

memoria. A su vez, la interrupción de la señalización de OCN/GPR158 conduce a la regulación 

a la baja de la proteína RbAp48, imitando los déficits de memoria observados en el hipocampo 

envejecido. Por otra parte, la activación de la vía OCN/GPR158 aumenta la expresión de 

RbAp48 en el giro dentado envejecido y previene la pérdida de memoria relacionada con la 

edad. 

Todos estos resultados indicarían que RbAp48 es un factor clave para la pérdida de memoria 

asociada a la edad y que el desarrollo de compuestos que aumenten la señalización de esta 

proteína podría ser útil para reducir los problemas de memoria que conlleva el envejecimiento 

(Flight, 2013).  

 

1.2 Estrategias para la prevención del envejecimiento cerebral  

Tomando en conjunto toda la información anterior, el envejecimiento no estaría mediado por 

un solo mecanismo clave en la producción del daño oxidativo, sino que puede ser el resultado 

de una desregulación progresiva en una red funcional compleja, con una multiplicidad de 

procesos celulares y moleculares implicados que contribuirían a la senescencia en el cerebro. Es 

por ello que se requiere un cóctel de intervenciones múltiples que se dirijan a varios de los 

puntos clave de esta red para limitar la dishomeostasis relacionada con la edad (Drögue y 

Schipper, 2007). A continuación, se detallan las diferentes estrategias utilizadas en esta tesis 
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para paliar o retrasar la aparición de los efectos adversos asociados al envejecimiento, 

principalmente los relacionados con el deterioro cognitivo y motor.  

 

1.2.1 Prevención del envejecimiento cerebral mediante el uso de antioxidantes 

Numerosos estudios han asociado el incremento de ROS con la aparición de disfunciones 

cerebrales y la aparición de enfermedades neurodegenerativas (Berr et al., 2000; Gallagher et 

al., 1996; Serrano y Klann, 2004). Por ejemplo, se ha relacionado el aumento de la generación 

de oxidantes en el cerebro con el empeoramiento del aprendizaje y la memoria (Fukui et al., 

2005). Además, el deterioro de la memoria relacionado con la edad se correlaciona con una 

disminución de los antioxidantes del cerebro y del plasma (Berr, 2000; Perrig et al., 1997; 

Rinaldi et al., 2003). Del mismo modo, el envejecimiento cerebral podría asociarse con un 

desequilibrio progresivo entre las defensas antioxidantes y las concentraciones intracelulares de 

ROS (Reiter, 1998). Una característica común en varias enfermedades neurodegenerativas es la 

existencia de daño mitocondrial debido al estrés oxidativo (Acuña-Castroviejo et al., 2001). Por 

lo tanto, la dependencia parcial del daño oxidativo en las enfermedades neurodegenerativas 

puede sugerir el uso de antioxidantes en su tratamiento (Schapira, 1999). La teoría de los 

radicales libres del envejecimiento también proporciona una justificación para la intervención 

mediante la administración de antioxidantes (Sastre et al., 2000). Un antioxidante se puede 

definir como cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina el daño oxidativo provocado 

por ROS de una molécula objetivo (Gutteridge y Halliwell, 2010; Halliwell, 1997). Los 

antioxidantes se clasifican en función de su solubilidad en hidrosolubles y liposolubles. Entre 

los antioxidantes hidrosolubles encontramos por ejemplo la vitamina B y la vitamina C (ácido 

ascórbico), mientras que entre los liposolubles estarían los carotenoides, la vitamina E, la 

vitamina A, algunas quinonas y la mayoría de los polifenoles (Corredor, 2006). 

Además de los efectos protectores de las defensas enzimáticas antioxidantes endógenas, el 

consumo de antioxidantes en la dieta (principalmente frutas y verduras) parece ser de gran 

importancia y se asocia con un menor riesgo de enfermedades degenerativas (Ames et al., 

1993). Los antioxidantes pueden ayudar al sistema de defensa antioxidante mitocondrial (Ramis 

et al., 2015b), especialmente cuando las concentraciones de ROS aumentan notablemente. En 

este sentido, varios estudios han indicado que los antioxidantes de la dieta pueden reducir 

algunos de los cambios cerebrales producidos en la expresión de genes relacionados con la 

edad, prevenir el daño oxidativo cerebral y disminuir el deterioro cognitivo en ratas de edad 

avanzada (Lau et al., 2005; Liu et al., 2002; Murphy et al., 2014; Park et al., 2009). Por ejemplo, 

varios experimentos han mostrado que la aplicación de suplementos dietéticos con extractos de 

frutas (como fresa) o vegetales (como espinacas) en ratas puede retrasar y revertir los efectos 

nocivos del envejecimiento sobre el comportamiento cognitivo y motor (Joseph et al., 2000, 
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2009) y prevenir la aparición de varias patologías neurodegenerativas (Corredor, 2006; Joseph 

et al., 2009). Aunque los mecanismos mediante los cuales los antioxidantes pueden ejercer su 

acción se están todavía investigando, algunos estudios han indicado que es posible que varios 

polifenoles presentes en los alimentos presenten propiedades antiinflamatorias (Joseph et al., 

2009) y la capacidad de modificar la fluidez de las membranas (Halder y Bhaduri, 1998), 

además de su propia capacidad antioxidante. 

En la presente investigación se ha analizado el efecto de la administración de una dieta rica 

en antioxidantes a largo plazo. Además, también se han analizado los efectos individuales de 

varios antioxidantes habituales en la dieta en ratas de edad avanzada: vitamina E, catequina y 

poliphenon 60. 

 

1.2.1.1 Beneficios de la Vitamina E sobre el envejecimiento cerebral 

La vitamina E es un nutriente esencial en los seres humanos y una conocida sustancia 

antioxidante, muy frecuente en la dieta mediterránea (estando presente en verduras, frutas, 

semillas y aceites de semillas) (Schneider, 2005). Además, se le han atribuido numerosas 

funciones en relación al contexto fisiológico en el que se halle, entre las que se encuentran 

fortalecer el sistema de defensa antioxidante, la reducción de la producción de ROS y la 

capacidad de mantener la fluidez de la membrana en el cerebro (Hong et al., 2004). 

El término vitamina E es usado para agrupar a una familia de 8 moléculas con una estructura 

muy similar: tocoferoles y tocotrienoles. Los 4 tocoferoles consisten en un anillo cromano con 

diferentes patrones de grupos metilo en las posiciones 5, 7 y 8 al inicio de la cadena (α, β, δ y γ) 

y en una cadena lateral con 16 carbonos. Todas estas moléculas poseen actividad antioxidante, 

aunque el α-tocoferol (figura 6) es el isómero químicamente y biológicamente más activo, así 

como el más abundante (Schneider, 2005; Sung et al., 2004). En humanos, α-tocoferol muestra 

la mayor actividad biológica en comparación con las otras formas de la vitamina E debido a la 

retención selectiva de este compuesto mediado por la proteína de transferencia de α-tocoferol 

hepática (α-TTP), mientras que las otras formas se degradan y excretan en el hígado. La 

incorporación selectiva de α-tocoferol en las lipoproteínas circulantes, que distribuyen este 

compuesto a los tejidos no hepáticos, también se ve favorecida por la α-TTP hepática (Jiang, 

2014; Traber, 2012). 

 
Figura 6. Estructura química del compuesto α-tocoferol (modificado de Schneider, 2005). 
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A este compuesto se le atribuye una gran eficacia antioxidante (Meydani, 1995). En 

particular, la vitamina E se encuentra en las células y las membranas de los orgánulos, donde 

puede ejercer su máximo efecto protector, actuando como la primera línea de defensa contra la 

peroxidación lipídica y promoviendo la reparación de la membrana al prevenir la formación de 

fosfolípidos oxidados que podrían interferir con los eventos de fusión de la membrana (Howard 

et al., 2011). Además, es capaz de proteger frente a la disminución de la fluidez de la membrana 

y de los procesos de peroxidación lipídica asociados (Reiter, 1998). En relación a esta habilidad, 

el α-tocoferol reacciona con los radicales peroxilo de los ácidos grasos, productos primarios de 

la peroxidación lipídica, e intercepta la reacción en cadena. Lo que hace que α-tocoferol sea un 

antioxidante tan eficaz es su capacidad de reaccionar con el radical peroxilo de forma 

extremadamente rápida, evitando que dicho radical pueda hacer cualquier otra reacción, de 

forma que elimina el carácter oxidante del ácido graso oxidado; en esta reacción antioxidante, el 

α-tocoferol se convierte en un radical bastante estable (Navarro et al., 2005; Schneider, 2005). 

Asimismo, el radical del α-tocoferol producido durante su actividad es reciclado a su forma 

efectiva mediante el conjunto de ubiquinol mitocondrial (Ingold et al., 1993; Lass y Sohal, 

1998; Maguire et al., 1989; Mukai et al., 1990); por lo tanto, este compuesto se regenera 

continuamente a su forma activa en las mitocondrias (Smith et al., 1999). Otro de los motivos 

por los que presenta esta capacidad antioxidante se asocia también a su capacidad para 

conservar la función de las mitocondrias (Hong et al., 2004; Lang et al., 1986; Sokol et al., 

1998; Thomas et al., 1989). 

Mientras que la deficiencia de vitamina E altera el metabolismo monoaminérgico en el 

cerebro de rata (Adachi et al., 1999; Dexter et al., 1994), algunos estudios han sugerido que la 

suplementación dietética con vitamina E puede tener un papel preventivo contra el deterioro 

cognitivo asociado a la edad e incluso mostrar efectos positivos contra las enfermedades 

neurodegenerativas (Joseph et al., 1998; Navarro et al., 2005). Estudios previos han observado 

que α-tocoferol es capaz de evitar la oxidación y la apoptosis en cultivos celulares neuronales de 

hipocampo de ratón sometidos a estrés oxidativo (Choi et al., 2003), mejorando también las 

capacidades cognitivas y la función mitocondrial en ratones a los que se administró una dieta 

suplementada con vitamina E (Navarro et al., 2005). También se ha establecido que la 

administración repetida de antioxidantes (incluyendo α-tocoferol) previene los efectos adversos 

producidos por la administración del péptido β-amiloide en cultivos celulares (Tamagno et al., 

2003), así como los déficits de aprendizaje y memoria en ratas (Yamada et al., 1999). En 

estudios realizados con pacientes adultos sanos, los resultados indicaron que tomar suplementos 

de vitamina C, vitamina E y β-carotenos en la dieta podría relacionarse con una menor 

incidencia de la enfermedad de Alzheimer, siendo la vitamina E la que presentaría un mayor 

efecto protector (Engelhart et al., 2002; Li et al., 2012). En esta misma línea, Sano et al. (1997) 
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observaron que pacientes con una moderada afectación de la enfermedad de Alzheimer 

presentaban una progresión más lenta de la enfermedad tras el tratamiento con α-tocoferol o con 

selegilina (inhibidor de la monoaminooxidasa tipo B). Además, se ha descrito también que la 

vitamina E posee propiedades antiinflamatorias en varios tipos celulares (Galli et al., 2017; Liu 

et al., 2019b; Mocchegiani et al., 2014). Así, la vitamina E previno la formación de macrófagos 

a través de la modulación de la actividad de la vía NF-κB inducida por el estrés oxidativo 

(Huang et al., 2012; Otero et al., 2005). En varios modelos de activación neuroglial y 

excitotoxicidad, que simulan los efectos de la epilepsia y el trauma cerebral, se ha mostrado 

como α-tocoferol puede ejercer un papel citoprotector para las neuronas del hipocampo y 

regulador de las vías inflamatorias de la neuroglia. Esta función neuroprotectora también ha sido 

propuesta para explicar la supuesta relación entre un estado óptimo de vitamina E y la reducción 

del riesgo de deterioro cognitivo y enfermedad de Alzheimer (Galli et al., 2017; Mangialasche 

et al., 2013). Por todo ello, la vitamina E como suplemento dietético podría resultar un agente 

preventivo del declive cognitivo y motor asociado a la edad (Joseph et al., 2000). 

 

1.2.1.2 Relevancia de los polifenoles en la prevención del envejecimiento cerebral 

Los polifenoles son un grupo de sustancias químicas sintetizadas por las plantas como 

metabolitos secundarios y fitoalexinas en respuesta al estrés (tales como lesiones físicas, 

infecciones por patógenos incluyendo bacterias y hongos, deficiencias nutricionales, 

fluctuaciones de temperatura o incluso exposición a ozono o a radiación ultravioleta) (Frémont, 

2000; Gómez-Pinilla y Nguyen, 2012; López-Miranda et al., 2012; Pandey y Rizvi, 2009). Los 

polifenoles están compuestos por múltiples grupos fenólicos, los cuales pueden asociarse con 

varios carbohidratos y ácidos orgánicos, distinguiéndose así taninos, ligninas y flavonoides. 

Químicamente se pueden separar en 10 grupos diferentes según el número de anillos de fenol 

que contienen y los elementos unidos a dichos anillos (Gómez-Pinilla y Nguyen, 2012). Entre 

los polifenoles, los flavonoides son el grupo más abundante, distinguiéndose en antocianidinas 

(por ejemplo, malvidinas y cianidinas), isoflavonas (que incluye la genisteína), flavanoles 

(como las catequinas y epicatequinas), flavonoles (por ejemplo, la quercetina), flavanonas 

(como la naringenina) y flavonas (por ejemplo, la apigenina). Otro grupo de polifenoles 

importante serían los estilbenos (que incluye el resveratrol) y los lignanos (entre los que se 

encuentra la silimarina) (Spencer, 2008a; Vauzour et al., 2008).  

Los polifenoles son los antioxidantes más abundantes en la dieta humana, incluyendo la dieta 

mediterránea, y están presentes en una amplia variedad de alimentos. Entre estos alimentos 

podemos encontrar la mayor parte de frutas y verduras (tales como uvas, nueces, cacahuetes, 

granadas, grosellas, frambuesas, arándanos, manzanas, naranjas, tomates, cacao, cebollas, 

brócoli y alcachofas), así como otros productos derivados (como el té, cereales, aceite de oliva y 
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cerveza) (Baur y Sinclair, 2006; Gómez-Pinilla, 2008; Manach et al., 2004; Murphy et al., 2014; 

Scalbert et al., 2005a, b). Tras su consumo y su absorción a nivel intestinal, estos compuestos 

pueden viajar a diversos tejidos corporales y órganos, incluido el cerebro (Manach et al., 2004). 

Sin embargo, debido a las diversas susceptibilidades de los compuestos fenólicos por el 

metabolismo de las enzimas intestinales, su biodisponibilidad puede variar de muy baja a muy 

alta (Wollen, 2010). Además, la biodisponibilidad de un polifenol también está determinada por 

su capacidad para cruzar la barrera hematoencefálica. Algunos estudios sugieren que, en dietas 

ricas en polifenoles, estos compuestos pueden alcanzar una concentración del orden de 1 nmol/g 

de tejido en el cerebro (Schaffer y Halliwell, 2012). Se ha afirmado que muchos polifenoles 

poseen efectos neuroprotectores; sin embargo, varios polifenoles son incapaces de cruzar la 

barrera hematoencefálica, por lo que sus beneficios para la salud en el cerebro se ejercerían de 

forma indirecta a través de otras vías (Youdim et al., 2003). Numerosas investigaciones han 

mostrado que gran variedad de polifenoles tienen la capacidad de retrasar o limitar los efectos 

adversos del envejecimiento en el SNC, incluyendo el deterioro de las capacidades cognitivas. 

Así, varios estudios han indicado que son capaces de reducir el daño oxidativo producido en 

lípidos, proteínas, carbohidratos y ADN (Cirillo et al., 2014; Khurana et al., 2013). Por otra 

parte, los polifenoles pueden actuar sobre una importante variedad de mecanismos cerebrales 

que ayudan al mantenimiento de la salud mental, así como a su recuperación en enfermedades 

neurodegenerativas (Gómez-Pinilla y Nguyen, 2012). En este sentido, se ha demostrado que los 

polifenoles ejercen efectos neuroprotectores modulando directamente varias vías celulares 

relacionadas con los procesos neuronales (Murphy et al., 2014). Además, mejoran la función 

neuronal y estimulan el flujo sanguíneo cerebral y la neurogénesis (Spencer, 2010). Estudios 

anteriores del grupo de investigación en el que se ha desarrollado la presente tesis doctoral han 

mostrado que varios polifenoles pueden mejorar el deterioro cognitivo y motor en ratas de edad 

avanzada. Así, se ha comprobado como la administración del antioxidante resveratrol en ratas 

viejas es capaz de retrasar o prevenir los déficits en los niveles de las monoaminas cerebrales 

que se producen durante el envejecimiento, mejorándose también las habilidades cognitivas y 

motoras (Sarubbo et al., 2015). Los polifenoles silimarina, quercetina y naringenina también 

presentan efectos beneficiosos sobre las habilidades cognitivas y motoras de animales 

envejecidos, recuperando los niveles de monoaminas en hipocampo y estriado. Por otra parte, 

también fueron capaces de activar la proteína SIRT1 en el hipocampo, disminuyendo a su vez el 

estado inflamatorio cerebral (Sarubbo et al., 2018).  

En este trabajo se estudió el estilbeno resveratrol y el flavonoide catequina, así como el 

compuesto poliphenon 60 (correspondiente a extracto de té verde, rico en flavonoides). En el 

caso del resveratrol se ha analizado si los efectos positivos observados en animales de edad 

avanzada también se presentan en animales adultos, comparándose a su vez con la restricción 
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calórica. En los flavonoides se ha analizado su capacidad para paliar el deterioro cognitivo y 

motor en animales de edad avanzada.   

 

A) Resveratrol 

El resveratrol (3,4’,5-trihydroxyl-trans-stilbene; figura 7) es un polifenol producido en 

abundancia por plantas en respuesta al estrés ambiental (Frémont, 2000; Lamming et al., 2004; 

Pallàs et al., 2013), presentando propiedades antifúngicas (Hain et al., 1990; Langcake y Pryce, 

1977). El resveratrol existe en dos isómeros: trans y cis-resveratrol, los cuales pueden tener 

diferentes efectos biológicos. Se ha descrito que el isómero trans-resveratrol no es tóxico y es el 

más ampliamente estudiado (Pallàs et al., 2013; Zhao et al., 2013).  

 
Figura 7. Estructura química del compuesto trans-resveratrol. 

 

El resveratrol se encuentra en las uvas, frambuesas, arándanos, cacahuetes, pistachos y 

plantas medicinales como Polygonum cuspidatum (Allard et al., 2009; Baur y Sinclair, 2006). 

La fuente dietética más importante del resveratrol es el vino tinto, postulándose a menudo como 

un factor importante en la paradoja francesa, acuñada para describir la observación de que la 

población francesa tiene una baja incidencia de enfermedades cardiovasculares, a pesar de 

consumir una dieta alta en grasas insaturadas (Liu et al., 2007; Renaud y de Lorgeril, 1992); en 

este sentido, estudios epidemiológicos mostraron una correlación inversa entre el consumo de 

vino tinto y la incidencia de enfermedades cardiovasculares. El resveratrol también ha recibido 

un gran interés por sus efectos protectores observados en una variedad de patologías (Robb et 

al., 2008; Smoliga et al., 2013). Se ha demostrado que este compuesto natural tiene una amplia 

gama de efectos biológicos, incluyendo actividad antioxidante e inhibición de la peroxidación 

lipídica, antiinflamatoria, vasorrelajante, antiplaquetaria, anticancerígena, antimutágena y 

cardioprotectora (Allard et al., 2009; Das y Maulik, 2006; Frémont, 2000; Smoliga et al., 2013), 

mejorando así la salud general en mamíferos (Baur et al., 2006). Algunas de las propiedades 

beneficiosas atribuidas a este polifenol son debidas tanto a su capacidad antioxidante intrínseca 

como a su habilidad para regular la actividad y los niveles de expresión de enzimas y proteínas 

asociadas a señales de supervivencia, de regulación de los canales iónicos y a la actividad de 

acciones antioxidantes (Baur y Sinclair, 2006; Halliwell, 2007; Kwon et al., 2010). Por lo tanto, 

las acciones beneficiosas del resveratrol pueden ser el resultado de la activación de una cascada 

de eventos intracelulares que conducen a una regulación al alza de los sistemas de defensa 

celular, los cuales a su vez protegen contra la muerte mediada por estrés oxidativo (Pallàs et al., 
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2013; Robb et al., 2008). Asimismo, se ha demostrado previamente que el resveratrol prolonga 

la vida útil en un porcentaje superior al 60% en Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis 

elegans y Drosophila mediante la estimulación de sirtuínas (Howitz et al., 2003; Valenzano y 

Cellerino, 2006; Wood et al., 2004), activando las mismas vías que la restricción calórica. A 

pesar de ello, existe una disparidad en los efectos reportados por el resveratrol, especialmente en 

organismos superiores (Hector et al., 2012), y su capacidad para extender la vida útil.  

Varias investigaciones han documentado que este compuesto ejerce efectos beneficiosos 

sobre la salud, incluyendo acciones neuroprotectoras contra una gran variedad de enfermedades 

(Ingram y Roth, 2015). Por ejemplo, la suplementación con un análogo del resveratrol 

incrementó la memoria de trabajo espacial en ratas viejas (Joseph et al., 2008). El resveratrol 

también mejoró las habilidades de memoria espacial probadas en un laberinto similar al test de 

Barnes en primates no humanos (Dal-Pan et al., 2011). En humanos de edad avanzada, el 

resveratrol ha demostrado ser eficaz para mejorar el rendimiento de la memoria (Witte et al., 

2014). Aunque se ha indicado que el resveratrol presentaría una habilidad neuroprotectora por 

su efecto antioxidante, varios estudios mostraron que también puede deberse a un efecto 

indirecto a través de la activación de las vías de sirtuínas (Raval et al., 2006, 2008). Así se ha 

descrito que el resveratrol ejerce efectos dependientes de SIRT1, consiguiendo una mejor 

función celular y un mejor estado de salud (Frescas et al., 2005; Kolthur-Seetharam et al., 2006; 

Picard et al., 2004). Los efectos positivos del resveratrol a través de SIRT1 pueden ser 

importantes para mitigar la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas (Rocha-González 

et al., 2008). Además, se ha observado que el resveratrol también puede ejercer sus efectos 

modulando otras dianas celulares (tales como ciclooxigenasas, lipooxigenasas, quinasas y 

ribonucleótido reductasas) (Pacholec et al., 2010; Pirola y Fröjdö, 2008; Tang, 2010), pudiendo 

funcionar en paralelo a SIRT1 (Allard et al., 2009). Algunos estudios han sugerido que 

diferentes dosis pueden provocar distintos efectos biológicos: dosis más bajas activarían vías 

dependientes de SIRT1, mientras que dosis más altas actuarían mediante un mecanismo 

independiente de SIRT1 (Price et al., 2012). 

 

B) Catequina y Poliphenon 60 (extracto de té verde) 

Los flavonoides se encuentran principalmente en las frutas, verduras, cereales y algunas 

bebidas (como vino, té, cacao y jugos de frutas). Estos compuestos pueden ejercer acciones 

particularmente poderosas en la cognición de los mamíferos y pueden revertir los deterioros en 

la memoria y aprendizaje relacionados con la edad (Spencer, 2010). Las acciones biológicas de 

los flavonoides inicialmente se atribuyeron a su capacidad antioxidante (Rice-Evans et al., 

1996), al eliminar especies reactivas o influir en el estado redox intracelular (Pollard et al., 

2006). Sin embargo, esta propiedad solamente podría explicar parte de la bioactividad de los 
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flavonoides in vivo, particularmente en el cerebro donde se encuentran en concentraciones muy 

bajas; es por ello que estos compuestos también podrían ejercer sus acciones activando otras 

vías celulares (Spencer, 2008a). Cabe destacar que los flavonoides presentan mecanismos 

neuroprotectores gracias a su capacidad para interactuar con las vías de señalización neuronales 

(Schroeter et al., 2001; Smith et al., 2002) y su potencial para inhibir los procesos 

neuroinflamatorios en el cerebro (Chen et al., 2005; Kim et al., 2001). Se ha postulado que los 

flavonoides presentan la capacidad de proteger a las neuronas, mejorar la función neuronal 

existente, estimular el flujo sanguíneo cerebral e inducir la neurogénesis (Spencer, 2008b). 

Varios estudios han mostrado que los flavonoides y sus metabolitos fisiológicos son capaces de 

inducir vías de señalización neuronales y gliales cruciales para inducir la plasticidad sináptica 

(Spencer, 2009; Vauzour et al., 2008; Williams et al., 2004), incluso a bajas concentraciones 

nanomolares (Vauzour et al., 2007) similares a las reportadas en el cerebro.  

Dentro de los flavonoides, el subgrupo de los flavanoles contiene compuestos tanto en forma 

de monómero (catequinas) como en forma de polímero (proantocianidinas). Los flavanoles 

dietéticos típicos incluyen los compuestos catequina, epicatequina, epigalocatequina, galato de 

epicatequina y galato de epigalocatequina (figura 8) (Manach et al., 2004; Vauzour et al., 2008).  

 

Figura 8. Estructuras químicas de los principales flavanoles (modificado de Ide et al., 2018). 
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Los flavanoles se encuentran en muchos tipos de frutas; por ejemplo, en los albaricoques, las 

manzanas y las uvas. También están presentes en el vino tinto, aunque el té verde y el chocolate 

son las fuentes más ricas. Cada 100 mL de té verde contiene 126 mg de flavanoles, de los cuales 

71 mg se corresponderían a galato de epigalocatequina (representando entre el 50 y el 80% del 

total de los flavanoles del té verde) (Lakenbrink et al., 2000; Rietveld y Wiseman, 2003). El té 

negro contiene menos flavanoles monoméricos ya que durante la "fermentación" de las hojas de 

té pasan a polifenoles condensados más complejos, conocidos como teaflavinas (dímeros) y 

tearubiginas (polímeros). La catequina y la epicatequina son los principales flavanoles en la 

fruta, mientras que el galato de epicatequina, la epigalocatequina y el galato de epigalocatequina 

se encuentran en ciertas semillas de plantas leguminosas, en las uvas y, principalmente, en el té 

(Arts et al., 2000a, b). Las epicatequinas del té son notablemente estables cuando se exponen al 

calor siempre que el pH sea ácido (solo el 15% de estas sustancias se degradan después de 7 h 

en agua hirviendo a pH 5) (Zhu et al., 1997). El té (obtenido principalmente de la planta 

Camellia sinensis) es una de las bebidas más populares consumidas por los humanos en el 

mundo, principalmente el té negro y el té verde. Diversos estudios han sugerido que el consumo 

de té tiene efectos beneficios para la salud (Peng et al., 2014; Prasanth et al., 2019). Beber té 

verde o té negro podría conllevar un aumento significativo en el potencial antioxidante 

plasmático (Leenen et al., 2000) y podría reducir significativamente la oxidación del ADN y la 

peroxidación de lípidos (Meng et al., 2001; Rietveld y Wiseman, 2003). También se ha descrito 

que el té podría tener capacidad antienvejecimiento, prolongando la vida útil de Drosophila en 

un 10-16%. Esta capacidad antienvejecimiento se acompañó por una mayor expresión de las 

enzimas antioxidantes endógenas superóxido dismutasa y catalasa (Li et al., 2007, 2008; Peng et 

al., 2009; Prasanth et al., 2019). Los estudios en C. elegans también mostraron resultados 

similares, lo que indicaría que los componentes del té conseguirían una vida útil 

significativamente más larga (Abbas y Wink, 2009; Zhang et al., 2009b). En ratones, consumir 

polifenoles del té, desde los 13 meses hasta la muerte, también aumentó la vida útil en más de 

un 6% (Kitani et al., 2007). Además, estos compuestos son capaces de atravesar la barrera 

hematoencefálica y ejercer sus efectos en el SNC (Faria et al., 2011; Nakagawa y Miyazawa, 

1997; Wu et al., 2012). Haque et al. (2008) mostró que la administración de extracto de té verde 

a largo plazo redujo considerablemente los niveles de ROS y protegió del deterioro cognitivo 

inducido por la proteína β amiloide en ratas. De modo semejante, la administración de extractos 

de té verde en animales de edad avanzada produjo una mejora significativa del aprendizaje y el 

rendimiento de la memoria (Kaur et al., 2008). Todos estos estudios pueden sugerir que los 

flavanoles del té reducen el estrés oxidativo en el tejido periférico y cerebral, disminuyendo 

también los déficits cognitivos (Ide et al., 2018) asociados a la edad y a diversas enfermedades 

(como el Alzheimer). Estos compuestos, además de su capacidad intrínseca como antioxidantes, 

pueden ejercer su función a través de otras vías. Por ejemplo, se ha descrito que los flavanoles 
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poseen propiedades antiinflamatorias, reduciendo el daño neuronal debido a los elementos 

proinflamatorios, y también la habilidad de interactuar con la proteína quinasa C y con la 

enzima acetilcolinesterasa (Ide et al., 2018; Kaur et al., 2008; Levites et al., 2003; Prasanth et 

al., 2019). En este sentido, varios estudios han sugerido que el té posee habilidades 

antiinflamatorias (Fu et al., 2018; Pervin et al., 2018, 2019; Rothenberg y Zhang, 2019). Así, el 

polifenol galato de epigalocatequina (EGCC) presenta efectos neuroprotectores gracias a su 

capacidad antiinflamatoria, reduciendo también los niveles de las citoquinas proinflamatorias 

(Pervin et al., 2018; Xu et al., 2017). Las teaflavinas del té negro y el EGCG han mostrado ser 

potentes agentes antiinflamatorios a través de la regulación negativa de la vía de señalización de 

NF-κB y la reducción del estrés oxidativo (Cai et al., 2007; Fu et al., 2018; Rothenberg y 

Zhang, 2019). Asimismo, los metabolitos de las catequinas del té también poseerían varias 

actividades biológicas, incluyendo efectos antioxidantes y antiinflamatorios (Pervin et al., 

2019).  

 

1.2.2 Prevención del envejecimiento cerebral mediante ejercicio físico 

La inactividad física es un factor de riesgo importante para el deterioro cognitivo en el 

envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Norton et al., 2014). 

Por el contrario, el ejercicio puede transmitir un efecto protector (Ahlskog et al., 2011; Ngandu 

et al., 2015; Prakash et al., 2015), incluso si se inicia después de la mediana edad (Tolppanen et 

al., 2015). Se ha descrito también que la actividad física regular aumenta la longevidad y 

disminuye la incidencia de varias enfermedades (Holloszy y Kohrt, 1995). Numerosos estudios 

han indicado que el ejercicio puede mejorar la función cerebral y prevenir el deterioro cognitivo 

asociado a la edad (Bronner et al., 1995; Johnson y McKnight, 1989; Mattson, 2000, 2012; Oliff 

et al., 1998; Radák et al., 2013). Además, el ejercicio puede estimular la neurogénesis (Johnson 

y McKnight, 1989; Oliff et al., 1998), así como mejorar el aprendizaje y la plasticidad cerebral 

(Cotman y Engesser-Cesar, 2002). No obstante, sigue sin estar claro si el ejercicio disminuye la 

trayectoria del envejecimiento normal modificando los factores de riesgo vascular y metabólico 

y/o aumenta sistemáticamente la función cerebral al inducir cambios estructurales y 

neuroquímicos en el hipocampo y otras áreas cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la 

memoria (Duzel et al., 2016). Estudios anteriores han sugerido que el ejercicio mejora las 

capacidades funcionales del cerebro, actuando sobre las sinapsis y células madre neurales; sin 

embargo, los cambios moleculares y estructurales que ocurren en las sinapsis en respuesta al 

ejercicio, así como sus consecuencias funcionales, todavía se están dilucidando (Mattson, 2012). 

En un estudio en ratas que tenían acceso libre a una rueda giratoria, estos animales mostraron 

una mayor potenciación a corto plazo y a largo plazo hipocampal en comparación con los 

controles (Farmer et al., 2004). Correr también incrementó la complejidad dendrítica y el 
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número de espinas dendríticas en varias regiones cerebrales, incluyendo el giro dentado (Eadie 

et al., 2005; Siette et al., 2013; Stranahan et al., 2007). Asimismo, el registro extracelular de las 

neuronas del hipocampo CA1 reveló que la potenciación a largo plazo está alterada en ratas 

sedentarias privadas de sueño, mientras que es normal en las ratas privadas de sueño que hacen 

ejercicio (Zagaar et al., 2012).  

Por otra parte, el ejercicio aeróbico es capaz de aumentar la angiogénesis tanto en roedores 

como en humanos, lo cual puede relacionarse con una mejora de la perfusión en el hipocampo 

(Pereira et al., 2007). En este sentido, varios estudios en animales adultos sugieren que la 

angiogénesis está estrechamente relacionada con la neurogénesis (Louissaint et al., 2002; 

Palmer et al., 2000; Pereira et al., 2007). La neurogénesis del hipocampo en adultos se 

correlaciona positivamente con una mayor plasticidad sináptica y memoria espacial en animales 

adultos. Así, el ejercicio puede revertir la disminución de la neurogénesis y la función de la 

memoria en roedores viejos (Marlatt et al., 2010; Opendak y Gould, 2015; Van Praag, 2008; 

Vivar et al., 2013) y estimularía la neurogénesis en el hipocampo de roedores adultos (Cotman y 

Engesser-Cesar, 2002; Ma, 2008; Oliff et al., 1998; Van Praag et al., 1999). En relación a este 

punto, la actividad física mejoraría la neurogénesis a través de mecanismos que involucran la 

regulación al alza de la expresión de factores tróficos (tales como BDNF, el factor de 

crecimiento insulínico tipo 1 o el factor de crecimiento de células endoteliales vasculares) 

(Mattson, 2012; Oliff et al., 1998; Radák et al., 2013; Ryan y Nolan, 2016; Trejo et al., 2008). 

Se ha propuesto también que un déficit en la neurogénesis en adultos puede resultar, o estar 

involucrado de alguna manera, en el trastorno depresivo mayor, por lo que varios estudios han 

sugerido que el ejercicio presentaría propiedades antidepresivas (Ernst et al., 2006; Ota y 

Duman, 2013). Además, la actividad física parece elevar los niveles de TPH en los núcleos del 

rafe (Lim et al., 2001; Min et al., 2003) y del triptófano en el hipocampo (Chaouloff et al., 

1989), lo que podría aumentar tanto la producción de 5-HT como la neurogénesis (Ernst et al., 

2006).  

El ejercicio ha sido asociado también con beneficios sobre el estado inflamatorio (Ryan y 

Nolan, 2016). Un elemento común que subyace a los efectos centrales y periféricos del ejercicio 

podría estar relacionado con la inflamación, activando varias cascadas celulares que conlleven 

la mejora de la función cerebral (Cotman et al., 2007), aunque los mecanismos a través de los 

cuales se produce esta mejora no han sido definidos. De este modo, se ha observado que la 

actividad física es capaz de producir interacciones en vías antiinflamatorias y neuroprotectoras 

hipocampales (Ryan y Nolan, 2016), tales como la disminución de la expresión de la citoquina 

proinflamatoria interleuquina 1 beta (Speisman et al., 2013). Del mismo modo, el ejercicio 

protegería contra las lesiones neurológicas mediante la estimulación del eje anti-inflamatorio 

HSP70/NF-κB/IL-6/sinapsina I (Chio et al., 2017). Se ha descrito también que el ejercicio es 
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capaz de interactuar con factores de transcripción sensibles al estado redox, principalmente NF-

κB y PGC-1α, lo que lleva a la reparación de los mecanismos de defensa antioxidante al mejorar 

la expresión y las actividades de superóxido dismutasa y catalasa en varios tejidos como el 

cerebro y el músculo esquelético (Sallam y Laher, 2016), modificando el estado antioxidante y 

redox del cerebro (Somani et al., 1995, 1996). Se ha sugerido que diversas mioquinas pueden 

estar involucradas en la mediación de los efectos beneficiosos para la salud del ejercicio, en 

particular estarían involucradas en la protección contra las enfermedades crónicas asociadas con 

la inflamación (Petersen y Pedersen, 1985). Por ejemplo, se ha indicado que la actividad física 

puede proteger contra la inflamación a través de la regulación de la señalización de la vía JNK/ 

NF-κB en animales con osteoartritis (Chen et al., 2019).  

La alimentación y el ejercicio son aspectos complementarios de la regulación del equilibrio 

energético que han influido en la evolución del cerebro moderno durante miles de años (Gomez-

Pinilla y Tyagi, 2013). El consumo de alimentos y la actividad física estimulan los procesos 

metabólicos presentes en las mitocondrias y la provisión energética en el cerebro, lo cual puede 

conllevar la modulación de varias vías de señalización y moléculas vinculadas a la función 

neuronal y a la plasticidad sináptica. Es por ello que esta relación entre la actividad metabólica y 

la función neuronal sugiere que nuestros hábitos dietéticos y de ejercicio pueden influir en los 

mecanismos moleculares que definen nuestras habilidades cognitivas (Gomez-Pinilla y Nguyen, 

2012). Además del papel de BDNF en la plasticidad cerebral, este factor también se ha 

relacionado con el metabolismo energético cerebral, tal y como se evidencia en algunos estudios 

en los que la alteración de la vía de señalización de BDNF se correlaciona con desórdenes 

metabólicos (Rothman et al., 2012); así, BNDF podría jugar un papel clave en el metabolismo 

energético cerebral y la plasticidad, sugiriendo una importante relación entre dieta, ejercicio y 

función cerebral (Gomez-Pinilla y Nguyen, 2012; Rothman et al., 2012). De este modo, el 

ejercicio y su combinación con la dieta también podrían actuar sobre varias rutas moleculares 

relacionadas con la plasticidad y el metabolismo cerebral. Asimismo, es posible que el ejercicio 

pueda potenciar los efectos beneficiosos de los componentes de una dieta saludable y viceversa, 

tanto a nivel celular como a nivel molecular (Murphy et al., 2014). Por ejemplo, se ha 

demostrado que el ejercicio trabaja en tándem con una dieta enriquecida en el ácido 

docosahexaenoico, incrementando la función cognitiva (Chytrova et al., 2010). En particular, el 

ejercicio podría actuar sobre los mecanismos que preservan el ácido docosahexaenoico en la 

membrana plasmática y aumentar su neurotransmisión (Gomez-Pinilla, 2011). Además, los 

efectos de la dieta enriquecida en ácido docosahexaenoico y el ejercicio podrían estar mediados 

por la acción de BDNF sobre la plasticidad sináptica (Wu et al., 2008). En otro estudio, la 

combinación de una dieta enriquecida en ácido docosahexaenoico y el ejercicio voluntario 

restauró la homeostasis de las membranas para contrarrestar los efectos adversos producidos en 
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un daño cerebral traumático, mejorando la plasticidad sináptica y la cognición (Wu et al., 2013). 

De forma similar, la combinación del ejercicio con una dieta enriquecida en flavonoides 

promovió la expresión de genes asociados a la plasticidad cerebral, mientras que disminuyó la 

expresión de genes que comprometían dicha plasticidad, incluyendo aquellos relacionados con 

la inflamación y la muerte celular (Van Praag et al., 2007). Asimimo, el flavanol epicatequina 

podría incrementar los efectos del ejercicio en la memoria espacial de ratones jóvenes (Van 

Praag, 2009). Es por ello que la aplicación de programas de forma conjunta, como son 

programas de ejercicio y tratamientos con antioxidantes, podría mejorar la función sináptica y 

mejorar las habilidades cognitivas en animales de edad avanzada.  

 

1.2.3 Prevención del envejecimiento cerebral mediante enriquecimiento ambiental 

Cada día se hace más patente la importancia que el entorno ejerce sobre la vida de un 

individuo. Durante el envejecimiento, el cerebro modifica su estructura y función, cambios que 

pueden estar modulados por la interacción de los sujetos con su entorno (Leggio et al., 2005; 

Mohammed et al., 2002; Mora et al., 2007). Así, se ha descrito que las condiciones ambientales 

juegan un papel clave en el proceso del envejecimiento cerebral y en el desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas (Nithianantharajah y Hannan, 2009; Van Praag et al., 2000). 

En la experimentación animal, el enriquecimiento ambiental (EA) se refiere a un entorno con 

unas condiciones en las que los animales experimentan interacciones cognitivas y sociales 

mejoradas, así como incrementos de las estimulaciones sensoriales y motoras, potenciando el 

aprendizaje y la memoria (Mora et al., 2007). El concepto de plasticidad cerebral (Diamond, 

1988; Greenwood y Parasaman, 2010; Pascual-Leone et al., 2011; Rosenzweig et al., 1962) 

apoya la idea de que nuestro entorno puede contribuir a dar forma a la estructura y funciones del 

cerebro (Cassarino y Setti, 2015). De hecho, los resultados en modelos animales muestran que 

los ambientes enriquecidos y estimulantes producen cambios plásticos en el cerebro (Leggio et 

al., 2005; Nithianantharajah y Hannan, 2006), tanto en animales jóvenes como mayores (Mora, 

2013). Los estudios con animales también indican que los entornos enriquecidos pueden 

desencadenar cambios morfológicos en el cerebro a través de la estimulación sensorial tanto en 

los jóvenes como en los de edad avanzada (Baroncelli et al., 2012; Engineer et al., 2004; 

Landers et al., 2011; Nithianantharajah y Hannan, 2009). Estas investigaciones están en línea 

con el concepto de reserva cognitiva, el cual capta la idea de que la estimulación ambiental 

puede aumentar la resiliencia al envejecimiento cognitivo (Cassarino y Setti, 2015; Steffener et 

al., 2014; Stern, 2002, 2009; Tucker y Stern, 2014).  

Varios estudios han mostrado como la experiencia y el EA pueden modificar la estructura 

(Globus et al., 1973; Greenough y Volkman, 1973; Mohammed et al., 2002), el crecimiento 

(Hubel y Wiesel, 1977; Kempermann et al., 1997; Stryker y Harris, 1986) y la eficacia 
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fisiológica (Green y Greenough, 1986; Wiesel y Hubel, 1963) de las neuronas de mamíferos y 

sus conexiones sinápticas. Así, el EA puede mejorar el aprendizaje y la memoria en roedores 

(Escorihuela et al., 1995b; Kempermann et al., 1997; Rampon et al., 2000; Rosenzweig y 

Bennett, 1996). Igualmente, los animales y los seres humanos expuestos a una estimulación 

ambiental más rica presentan menos signos de degeneración cerebral (Hannan, 2014; Herring et 

al., 2009; Landau et al., 2012; Robertson, 2013, 2014) y desempeñan mejor las tareas cognitivas 

que los que no están expuestos a ambientes enriquecidos (Bennett et al., 2006; Berardi et al., 

2007; Harati et al., 2011; Jankowsky et al., 2005; Robertson, 2013; Valenzuela y Sachdev, 

2009). La mejora en la memoria inducida por EA ha sido asociada a posibles cambios en la 

señalización intracelular y a la conectividad sináptica modificada (Duffy et al., 2001; Elgersma 

y Silva, 1999; Escorihuela et al., 1995a; Martin et al., 2000b; Micheau y Riedel, 1999; Paylor et 

al., 1992). En este sentido, estudios neuroquímicos han mostrado cambios en diferentes sistemas 

de neurotransmisores en los animales mantenidos en condiciones de EA (Mora et al., 2007). Los 

animales que viven en ambientes enriquecidos también muestran una mayor expresión de 

determinados genes relacionados con la plasticidad, tales como el factor de crecimiento 

nervioso, el factor neurotrófico derivado de la glía y el BDNF en varias áreas del cerebro 

(Mohammed et al., 2002; Pham et al., 2002; Rossi et al., 2006; Van Praag et al., 2000; Zhu et 

al., 2006). En particular, BDNF parece ser necesario para la mejora en el aprendizaje y la 

neurogénesis producida en el hipocampo de animales que viven en estos entornos enriquecidos 

(Rossi et al., 2006). Varios estudios experimentales han demostrado que EA atenúa los cambios 

relacionados con la edad en el grosor cortical, la ramificación dendrítica, la densidad de la 

columna vertebral, la neurogénesis y la gliogénesis (Kempermann et al., 2002; Kolb et al., 2003; 

Mora et al., 2007; Segovia et al., 2006). Del mismo modo, los animales que viven en estas 

condiciones presentan una modificación en las respuestas de varios neurotransmisores al estrés, 

una mayor neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, con un aumento de peso y tamaño 

del cerebro y una mayor gliogénesis. Se han descrito también mejoras en las ramificaciones 

dendríticas y sinaptogénesis en varias áreas cerebrales (Leggio et al., 2005; Llorens-Martin et 

al., 2010; Mora et al., 2007; Segovia et al., 2008, 2009; Van Praag et al., 2000). Todos estos 

resultados sugieren que el EA es capaz de modificar la anatomía y la fisiología del cerebro 

envejecido, afectando a su plasticidad (Mora, 2013). Por otra parte, se ha observado que los 

animales mantenidos en condiciones de enriquecimiento presentan una mejor función del 

sistema inmune (Arranz et al., 2010). El EA también ha sido asociado con beneficios sobre el 

estado inflamatorio, lo cual a su vez podría relacionarse con el rendimiento mejorado en las 

pruebas de comportamiento (Briones et al., 2013). Así, investigaciones previas han mostrado 

como el EA reduce las citoquinas proinflamatorias y aumenta las antiinflamatorias en la corteza, 

disminuyendo además la respuesta inflamatoria periférica (Silva et al., 2020). Igualmente, se 

demostró que el EA redujo la neuroinflamación del hipocampo y mejoró el rendimiento 
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cognitivo en ratones infectados con el virus de la gripe (Jurgens y Johnson, 2012). El EA redujo 

la neuroinflamación de la corteza tras una lesión cerebral traumática leve, mejorando así la 

función cognitiva (Briones et al., 2013). En relación a este punto, se ha descrito que el EA 

puede promover la neurogénesis y plasticidad a través de NF-κB/p65 (Neidl et al., 2016; Zhang 

et al., 2018). Por todo ello, el EA podría ejercer efectos beneficiosos en la recuperación tras 

lesiones cerebrales, como procesos isquémicos o de infarto en la corteza prefrontal (Kolb y 

Whishaw, 1998; Turner et al., 2002). Otras investigaciones también sugieren la efectividad del 

EA para disminuir algunas de las alteraciones producidas en varias patologías como la 

enfermedad de Parkinson o el Alzheimer (Nithianantharajah y Hannan, 2006, 2009) y en 

procesos tan complejos como la adicción a drogas (Bardo et al., 2001; Green et al., 2003; 

Solinas et al., 2009). 

En la presente investigación se pretende analizar el efecto de un enriquecimiento ambiental a 

largo plazo, así como su comparación con el efecto de un estilo de vida contrario como sería la 

aplicación de estrés crónico moderado impredecible a largo plazo. Los humanos vivimos en 

sociedades en las que constantemente se experimentan diversas formas de estrés. Existe una 

respuesta orgánica permanente a este estrés social crónico, con implicaciones para el cerebro y, 

en particular, para el cerebro durante el proceso de envejecimiento (Dias-Ferreira et al., 2009; 

Mora, 2011). Las condiciones ambientales en las que se desarrollan los organismos vivos 

también podrían determinar una mayor o menor vulnerabilidad a los efectos producidos por el 

estrés. 

El estrés se define como una situación en la que la homeostasis del individuo está 

amenazada, potencial o realmente (McEwen, 2000; Mora et al., 2012; Selye, 1976). La 

información relacionada con el estrés proveniente de todos los sistemas sensoriales principales 

(por ejemplo, señales interoceptivas como el volumen de sangre y la osmolaridad, y/ o señales 

exteroceptivas como el olor de un depredador) se transmite al cerebro, que recluta sistemas 

neurales y neuroendocrinos (efectores) para minimizar el costo neto para el animal. La respuesta 

fisiológica al estrés implica un conjunto eficiente y altamente conservado de sistemas de 

interbloqueo que tiene como objetivo mantener la integridad fisiológica, incluso en las 

circunstancias más exigentes (Ulrich-Lai y Herman, 2009). Además, las regiones límbicas 

responsables de regular las respuestas al estrés se entrecruzarían con los circuitos que son 

responsables de la memoria y la recompensa, lo que proporciona un medio para adaptar la 

respuesta al estrés con respecto a la experiencia anterior y los resultados anticipados (Ulrich-Lai 

y Herman, 2009). Durante el proceso de estrés se desencadena la activación de varios 

mecanismos que producen la liberación de diversas hormonas y neuromoduladores, tanto en el 

cerebro como en otros órganos y glándulas del organismo, para poder restablecer la homeostasis 

(Mora, 2013; Mora et al., 2012). Asimismo, el estrés crónico puede reclutar vías distintas de las 
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implicadas en las respuestas agudas (Ulrich-Lai y Herman, 2009). A parte de la activación del 

sistema nervioso simpático (como fase inicial) y la liberación de adrenalina y noradrenalina por 

la corteza suprarrenal, el mecanismo más estudiado es la activación del eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal, que, en último término, produce la liberación de glucocorticoides (Mora, 

2013; Mora et al., 2012). Dichos glucocorticoides (incluyendo la corticosterona liberada en los 

roedores y el cortisol en el humano y la mayoría de mamíferos) ejercen una acción sistémica 

para aportar energía al organismo (Sapolsky et al., 2000) y son capaces de atravesar la barrera 

hematoencefálica distribuyéndose en diferentes áreas del cerebro (incluida la corteza prefrontal, 

la amígdala y el hipocampo) (de Kloet, 2000; McEwen et al., 1968). Los efectos fundamentales 

de los glucocorticoides a nivel cerebral son: aportar energía a las neuronas, modular los 

procesos de memoria (favoreciéndolos o inhibiéndolos) y regular el propio eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal (Garrido, 2011; Sapolsky et al., 2000). Asimismo, estos compuestos 

interactúan con las neuronas y los astrocitos en áreas específicas donde son capaces de producir 

cambios, tanto a nivel funcional de los neurotransmisores como a nivel anatómico (Abbot, 

2004; Garrido et al., 2012; McEwen, 2010). De especial relevancia para el envejecimiento 

cerebral son los efectos mediados por los glucocorticoides en el hipocampo (Hibberd et al., 

2000; Mora et al., 2012), donde parecen ser neurotóxicos, afectando al balance energético 

neuronal y a los sustratos neuronales para el aprendizaje y la memoria (Hibberd et al., 2000; 

Sapolski et al., 1986). Por otra parte, numerosos estudios relacionan el hipocampo con la 

inhibición del eje hipotálamo-pituitaria-adrenocortical (Herman et al., 2003; Jacobson y 

Sapolsky, 1991). Así, la estimulación del hipocampo disminuiría la secreción de 

glucocorticoides en ratas y humanos (Dunn y Orr, 1984; Rubin et al., 1966), mientras que el 

daño del hipocampo aumenta el estrés inducido y, en algunos casos, la secreción basal de 

glucocorticoides (Herman et al., 2003; Jacobson y Sapolsky, 1991). Además, un aumento 

permanente de los niveles "basales" de glucocorticoides, resultado de un estilo de vida 

estresante, también podría contribuir al daño neuronal que se produce en varias áreas cerebrales 

durante el envejecimiento (Garrido et al., 2012; Mora, 2013; Mora et al., 2012). Sin embargo, el 

enriquecimiento ambiental sería efectivo para atenuar los aumentos de los glucocorticoides 

producidos por el estrés agudo en la corteza prefrontal de ratas adultas (Mora et al., 2007, 2012). 

Asimismo, el EA podría ayudar a mantener la plasticidad neuronal durante el envejecimiento y 

proteger el cerebro contra los efectos dañinos de la exposición al estrés (Garrido, 2011). Por otra 

parte, el estrés y los estados depresivos han sido asociados con incrementos del estado 

inflamatorio (Adler et al., 2008; Fu et al., 2019; Gao et at., 2018; Guo et al., 2019; Li et al., 

2017; Liu et al., 2018; Lu et al., 2019; Mikova et al., 2001). Por ejemplo, se han descrito 

incrementos de citoquinas proinflamatorias en el hipocampo (Guo et al., 2019; Liu et al., 2018), 

así como la activación de la vía de NF-κB (Fu et al., 2019; Li et al., 2017; Liu et al., 2018; Liu 

et al., 2019a; Wang et al., 2018; Zhu et al., 2018).  
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En los últimos años, el aumento de la esperanza de vida de la población ha desencadenado 

un incremento de la proporción de la población de edad avanzada y un mayor número de 

personas que padecen un deterioro cognitivo y/o motor, así como otras enfermedades asociadas 

a la edad. Este hecho, a su vez, afecta a la calidad de vida de las personas de edad avanzada de 

nuestra sociedad, cobrando relevancia los estudios sobre el envejecimiento, especialmente los 

relacionados con el envejecimiento cerebral. 

Durante el proceso del envejecimiento se producen modificaciones en distintos niveles del 

organismo, tanto a nivel molecular como a nivel estructural y funcional. Todos estos cambios 

conllevan la pérdida de funciones cognitivas, motoras y sensoriales. Entre estas modificaciones 

se encuentran alteraciones en los sistemas de neurotransmisión monoaminérgicos cerebrales y 

modificaciones en las vías antiinflamatorias, así como cambios en las estructuras neuronales. 

Numerosas teorías han intentado explicar el proceso de envejecimiento. Entre ellas podemos 

encontrar la teoría del estrés oxidativo o de los radicales libres del envejecimiento, la cual indica 

que el envejecimiento es el resultado del fallo de varios mecanismos protectores para 

contrarrestar el daño oxidativo producido por ROS. En relación a ello, varios estudios han 

mostrado que el uso de antioxidantes puede ayudar a mejorar las funciones cognitivas y motoras 

deterioradas con la edad. Por otra parte, se ha descrito que las condiciones ambientales y los 

estilos de vida pueden jugar un papel clave en el retraso de los efectos adversos asociados al 

envejecimiento, ya que pueden producir una serie de cambios en la plasticidad neuronal que a su 

vez afectan a la estructura y función del sistema nervioso. Por ejemplo, se ha descrito que el 

enriquecimiento ambiental (mediante la estimulación social, sensorial y motora) puede inducir 

cambios morfológicos en el sistema nervioso (como es un mayor volumen cerebral), además de 

promover la neurogénesis y la supervivencia neuronal, mejorando las habilidades cognitivas y 

motoras. Por contra, el estrés afectaría negativamente a dichas habilidades.  

En este trabajo nos hemos planteado la hipótesis de que tratamientos con antioxidantes 

presentes en la dieta (tales como el tocoferol o los polifenoles), así como el enriquecimiento 

ambiental y el ejercicio, podrían ejercer un efecto protector a nivel cerebral, retrasando o 

paliando algunos de los cambios que se producen durante el envejecimiento, especialmente a 

nivel cognitivo y motor. A diferencia, el estrés crónico podría producir una aceleración del 

deterioro cognitivo.  

Así, el objetivo general de este trabajo fue analizar los efectos del envejecimiento a nivel 

cerebral en ratas, y la posible reversión por estrategias que puedan ejercer efectos 

neuroprotectores sobre algunas de las modificaciones cerebrales producidas con la edad y los 

mecanismos implicados. 
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Los objetivos específicos planteados en la presente investigación fueron:  

1. Estudiar in vivo el efecto del envejecimiento y su posible reversión por diferentes 

tratamientos crónicos sobre las capacidades cognitivas (mediante el análisis de la 

memoria de trabajo espacial y episódica, así como el aprendizaje visoespacial) y la 

coordinación motora en ratas viejas. 

1.1. Análisis del efecto del tratamiento a largo plazo con el compuesto polifenólico 

resveratrol en animales adultos y su comparación con la aplicación de un 

tratamiento basado en la restricción calórica. 

1.2. Análisis del efecto de los tratamientos crónicos con los antioxidantes α-tocoferol, 

catequina y poliphenon 60 en animales de edad avanzada, así como la 

administración crónica de una dieta rica en antioxidantes.  

1.3. Análisis del efecto del ejercicio físico en animales de edad avanzada, así como la 

comparación de los efectos de dicho ejercicio junto a la aplicación del antioxidante 

catequina.  

1.4. Análisis del efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo (aplicado a partir 

de 1 mes de edad, de 7 meses y de 18.5 meses, hasta los 20 meses), así como el 

efecto combinado con una dieta rica en antioxidantes.  

1.5. Análisis de los efectos producidos por la aplicación del estrés crónico moderado 

impredecible (desde 1 mes y 7 meses de edad, hasta los 20 meses). 

2. Estudiar el efecto de los diferentes tratamientos descritos en el punto 1 sobre la síntesis 

y el metabolismo in vivo de neurotransmisores implicados en el procesamiento de las 

funciones cognitivas y motoras (sistemas catecolaminérgico y serotonérgico), en 

regiones cerebrales implicadas en dichos procesos (hipocampo y estriado) en animales 

de edad avanzada.  

3. Estudiar el efecto de los tratamientos aplicados sobre las proteínas SIRT1 y NF-κB, de 

las cuales se han descrito numerosas funciones en el proceso de envejecimiento, así 

como el estudio de la proteína RbAp48 que parece jugar un papel importante en los 

procesos cognitivos del hipocampo.  
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3.1 MATERIALES 

3.1.1 Animales de experimentación 

Los animales utilizados para las investigaciones realizadas en la presente tesis doctoral han 

sido ratas macho albinas (Rattus norvegicus), libres de patógenos específicos, de las cepas 

Sprague Dawley y Wistar (en función del estudio y la disponibilidad ya que se han utilizado un 

gran número de animales de edad avanzada). Los animales procedían de Charles River 

(Barcelona, ES) y permanecieron en el estabulario de la Universitat de les Illes Balears (Tipo II, 

registro nº ES704000000540 en la Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentació de la 

Comunitat Autònoma de les Illes Balears), instalación adecuada para el mantenimiento y la 

experimentación con animales, hasta alcanzar la edad necesaria para realizar los diferentes 

experimentos. El estabulario cuenta con un área de limpieza, dos áreas de cuarentena y un área 

destinada a la investigación, cría y estabulación con diferentes salas en función de la especie 

animal, separadas por sistemas de doble puerta (área contaminada y área limpia).  

Las ratas se mantuvieron en jaulas translúcidas de policarbonato (medidas internas de la 

cubeta: 215x465x145 mm) (Panlab, Barcelona, ES), con viruta de madera como materia de 

nidificación (Ultrasorb, Panlab), la cual era cambiada semanalmente. Los animales tenían libre 

acceso al agua y recibieron una dieta estándar (Panlab, pellet tipo A04) ad libitum, con un 

contenido calórico teórico de 2900 cal/kg y la siguiente composición en bruto: proteínas 

16.10%, materias grasas 3.10 %, glúcidos 60% (de los que un 45.8% es almidón), fibra 3.90%, 

cenizas 5.10%, vitamina A (7630 UI/kg), calcio 0.83%, potasio 0.59%, sodio 0.25%, vitamina 

D3 1190 UI/kg, vitamina E 15 mg/kg, sulfato cúprico pentahidratado 15 mg/kg, sulfato ferroso 

heptahidratado 188 mg/kg, dióxido de manganeso 38 mg/kg y óxido de zinc 30 mg/kg. Además, 

los animales permanecieron bajo condiciones ambientales controladas para asegurar su correcto 

confort: temperatura de 22±2 ºC, humedad de 50-65%, y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 

horas (luz de 8:00 a 20:00 h) utilizando lámparas fluorescentes, alcanzándose los 60 lux en la 

jaula del animal, acorde con lo establecido en el Real Decreto 53/2013 (RD 53/2013, de 1 de 

febrero, por el que se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales 

utilizados en experimentación y otros fines científicos; BOE Núm. 34, 8 de febrero de 2013, 

Sec. I). 

Los procedimientos experimentales se han realizado en concordancia a la “Convención 

Europea para la Protección de animales vertebrados utilizados para experimentación y otros 

fines científicos” (Directiva del Consejo Europeo de Comunidades 86/609/EEC), siendo los 

protocolos aprobados por el Comitè d’ètica d’experimentació animal de la Universitat de les 

Illes Balears (UIB, ES) (número de expediente de aprobación 2014/05/AEXP).  
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Por otra parte, se procedió también a la estandarización de las condiciones experimentales 

para poder equiparar los resultados obtenidos en los diferentes grupos de investigación, 

haciendo todo lo posible para reducir al mínimo el número de animales utilizados y su posible 

malestar. A la hora de establecer los grupos de edad, se consideró que las ratas son jóvenes 

desde 1 mes hasta los 5 meses de vida. A partir de dicho mes se consideran adultas hasta los 18 

meses, momento en el que pierden la capacidad reproductora y comienza la vejez. Equiparando 

a humanos, se considera que 1 mes de vida en una rata sería comparable a unos 3 años en 

humanos (Sengupta, 2011, 2013). Además, todos los animales se mantuvieron en las mismas 

condiciones de estabulación, a no ser que el tratamiento requiriera un cambio específico de 

dichas condiciones (como en los animales sometidos al programa de estrés crónico moderado 

impredecible). Para minimizar el estrés, todos los animales fueron manipulados los días previos 

a los experimentos por los investigadores que iban a llevar a cabo el estudio y se les habituó a la 

sala en la que se realizaron las pruebas experimentales. Asimismo, en los periodos en que los 

animales debían realizar test comportamentales durante los tratamientos, dichos tratamientos se 

aplicaban al finalizar las pruebas; de esta manera se evitaba que los resultados obtenidos 

pudieran deberse a un efecto agudo del fármaco. Las pruebas comportamentales se llevaron a 

cabo por la mañana para evitar diferencias entre los animales debido al nivel de actividad basal 

(alternando cada vez un animal de cada grupo experimental). Finalmente, también se analizaron 

varias variables fisiológicas como son el control del peso corporal y la ingesta, así como el 

aspecto físico de los animales (limpieza corporal y aspecto del pelo). En las diferentes 

estrategias aplicadas no se detectaron alteraciones en dichos parámetros en comparación a los 

controles, mostrando un comportamiento propio de la edad de los animales, a no ser que se 

indique lo contrario en el correspondiente apartado. Por otra parte, las diferentes pruebas 

realizadas (tanto a nivel comportamental como molecular) han sido test utilizados anteriormente 

por el grupo de investigación en el que se ha llevado a cabo esta tesis. 

 

3.1.2 Fármacos y tratamientos 

A continuación, se detallan todos los fármacos y objetos utilizados durante el desarrollo de 

esta investigación para los diversos tratamientos aplicados en ratas.  

- Fármacos antioxidantes: se realizaron tratamientos con diversos antioxidantes presentes en 

la dieta mediterránea, todos ellos obtenidos en la casa comercial Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Estos compuestos fueron diluidos en aceite de maíz (nº catálogo: C8267, también 

obtenido en la casa comercial Sigma-Aldrich). Estos antioxidantes son: 

a) Trans-resveratrol (3,4′,5-Trihydroxy-trans-stilbene,5-[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-

1,3-benzenediol; nº catálogo: R5010) 



Materiales y métodos 

49 

b) DL-α-tocoferol acetato (3,4- Dihydro-2,5,7,8-tetramethyl-2-(4,8,12-trimethyltridecyl)-2H-

benzopyran-6-yl-acetate; nº catálogo: T3376) 

c) (+)-Catequina ((+)-Cyanidol-3, (2R,3S)-2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-

benzopyran-3,5,7-triol; nº catálogo: C1251)  

d) Poliphenon 60 (extracto de té verde; nº catálogo: P1204).  

- Tratamiento con dieta rica en antioxidantes: los diferentes alimentos suministrados a los 

animales fueron obtenidos en diversos supermercados y en mercados locales (anexo A). 

- Tratamientos con programas de enriquecimiento ambiental y estrés: en estos estudios se 

utilizaron diferentes objetos obtenidos en varias jugueterías y centros de bricolaje. Además, en 

los programas de enriquecimiento ambiental también se usaron diferentes aromas y alimentos 

para incentivar la exploración de los objetos, obtenidos en diversos supermercados (anexo A).  

- Al finalizar todos los tratamientos cada animal recibió una dosis de NSD-1015 (3-

(Hydrazinomethyl)phenol dihydrochloride, obtenido en la casa comercial Sigma-Aldrich; nº 

catálogo: 54880) para la determinación in vivo de la actividad tirosina hidroxilasa (tirosina-3-

monoxigenasa, E.C. 1.14.16.2) y triptófano hidroxilasa (triptófano-monoxigenasa, 

E.C.1.14.16.4) cerebrales, enzimas limitantes en las vías metabólicas de la síntesis de 

catecolaminas y serotonina respectivamente.  

 

3.1.3 Anticuerpos 

3.1.3.1 Anticuerpos primarios 

La producción de un anticuerpo primario se obtiene inoculando un antígeno determinado o 

uno de sus epítopos (regiones capaces de desencadenar la respuesta inmune) en un animal 

(huésped; normalmente conejo, cabra y ratón) o en un cultivo celular. Principalmente existen 

dos tipos de anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal (moléculas de anticuerpos 

específicas a un único epítopo, originalmente producidas por una célula B y que comparten una 

secuencia idéntica) y anticuerpo policlonal (moléculas de anticuerpos que difieren en las 

características de su epítopo y en la secuencia de aminoácidos de su región de 

complementariedad). En la presente investigación se han usado los siguientes anticuerpos 

primarios:  

- El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la proteína NF-B p65 total c-20 (65 kDa), 

el cual fue suministrado por Santa Cruz Biotechnology (nº catálogo: sc-372, lote #F0514). Este 

anticuerpo es apto para usarlo en técnicas de western blot y se conservó alicuotado a -20 ºC 

hasta su utilización. Se usó a una dilución 1:1000 para incubar las membranas de nitrocelulosa. 
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- El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la proteína RbAp48/46 (48 kDa), el cual 

fue suministrado por Cell Signaling (nº catálogo: 4633S, lote #0001). Este anticuerpo es apto 

para usarlo en técnicas de western blot y se conservó alicuotado a -20 ºC hasta su utilización. Se 

usó a una dilución 1:1000 para incubar las membranas de nitrocelulosa. 

- El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la proteína SIRT1 (110 kDa), el cual fue 

suministrado por Merk-millipore (nº catálogo: #07-131, lote #2428681). Este anticuerpo es apto 

para usarlo en técnicas de western blot y se conservó alicuotado a -20 ºC hasta su utilización. Se 

usó a una dilución 1:1000 para incubar las membranas de nitrocelulosa. 

- El anticuerpo monoclonal contra la proteína β-actina (producido en ratón, clon AC-15; 42 

kDa), el cual fue suministrado por Sigma-Aldrich (nº catálogo: A1978, lote #084M4770V). Este 

anticuerpo es apto para usarlo en técnicas de western blot y se utilizó como control de carga; se 

conservó alicuotado a -20 ºC hasta su utilización. Se usó a una dilución 1:10000 para incubar las 

membranas de nitrocelulosa. 

 

3.1.3.2 Anticuerpos secundarios 

Los anticuerpos secundarios utilizados en este estudio estaban conjugados con peroxidasa de 

rábano, una enzima que, debido a su gran estabilidad, facilidad de conjugación con las 

inmunoglobulinas y sencillez de detección por métodos colorimétricos es ampliamente usada. 

En la presente investigación se han usado los siguientes anticuerpos secundarios:  

- El anticuerpo secundario anti-inmunoglobulinas de conejo y conjugado con la enzima 

peroxidasa de rábano, constituido por inmunoglobulinas de cabra (goat anti-rabbit HRP-linked 

antibody), el cual fue suministrado por Cell Signaling (nº catálogo: #7074, lote 0025). Fue 

utilizado con los anticuerpos primarios: anti-Sirt1, anti-NF-κB p65 y anti-RbAp48/46, y 

conservado a 4 ºC hasta su utilización. La dilución que se usó para incubar las membranas fue 

de 1:5000. 

- El anticuerpo secundario anti-inmunoglobulinas de ratón y conjugado con la enzima 

peroxidasa de rábano, constituido por inmunoglobulinas de caballo (horse anti-mouse HRP-

linked antibody), el cual fue suministrado por Cell Signaling (nº catálogo: #7076, lote 0031). 

Fue utilizado con el anticuerpo primario anti-β-actina y conservado a 4 ºC hasta su utilización. 

Se usó a una dilución de 1:5000 para incubar las membranas. 

 

3.1.4 Reactivos 

Otros compuestos utilizados en el estudio y su fuente de obtención han sido:  

- Determinación cromatográfica mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC): 

acetonitrilo (Sigma-Aldrich); ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC; Sigma-Aldrich); ácido 
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5-hidroxindol-3-acético (5-HIAA, Sigma-Aldrich); ácido homovanílico (HVA; Sigma-Aldrich); 

ácido perclórico 60% (HClO4; Scharlau Chemie, Barcelona, ES); ácido octano sulfónico 

(C8H17NaO3S; Sigma-Aldrich); ácido ortofosfórico 85% (PO4H3; Scharlau); BHT (2,6-Di-tert-

butyl-4-methylphenol; Sigma-Aldrich); cloruro sódico (NaCl; Sigma-Aldrich); L-3,4-

dihidroxifenil-alanina (L-DOPA; Sigma-Aldrich); EDTA dipotásico (K2EDTA; Sigma-

Aldrich); etanol 96% (Scharlau Chemie); fosfato monopotásico (KH2PO4; Sigma-Aldrich); 5-

hidroxitriptófano (5-HTP; Sigma-Aldrich); 5-hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT; Sigma-

Aldrich); 3-hidroxi-tiramina (dopamina, DA; Sigma-Aldrich); metabisulfito sódico (Na2S2O5; 

Merck & Co. Inc., Whitehouse station, NJ, USA); metanol multisolvente (Scharlau Chemie);    

(-)-norepinefrina (NA; Sigma-Aldrich); tetrahidrofurano (Sigma-Aldrich). Otros reactivos 

usados para la determinación cromatográfica fueron obtenidos en la casa comercial Sigma-

Aldrich. 

- Detección y cuantificación de la inmunoreactividad de proteínas por western blot: 

acrilamida (30% acrilamida: 0.8% bis-acrilamida (37.5:1); Protogel, LX, UK); ácido clorhídrico 

(HCl; Scharlau Chemie, S.A., Barcelona); albúmina sérica bovina (BSA; Sigma-Aldrich); azul 

de bromofenol (Sigma-Aldrich); cloruro sódico (NaCl; Sigma-Aldrich); dodecil sulfato sódico 

(SDS; Scharlau Chemie); etanol 96% (Scharlau Chemie); glicerol (Scharlau Chemie); glicina 

(Scharlau Chemie); inhibidor de fosfatasas (Sigma-Aldrich); inhibidor de proteasas (Sigma-

Aldrich); kit de BCA (Protein assay reagent - bicinchoninic acid, Pierce Chemicals Company, 

Rockford, IL, USA); leche en polvo desnatada (Asturiana S.A., ES); líquido de Laemmli 

(Sigma-Aldrich); líquido fijador (Kodak, Rochester, NY, USA); líquido revelador (Kodak, 

USA); marcador de pesos moleculares Prestained SDS-PAGE standard-broad-range (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA); β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich); metanol (Scharlau 

Chemie); ortovanadato sódico (Sigma-Aldrich); persulfato de amonio (APS; Bio-Rad 

Laboratories, USA); reactivo Enhanced chemiluminiscence (ECL) (Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, UK); tetrametiletilenediamina (Temed; Fluka - Sigma-Aldrich); tris-HCl 

(tris-(hidroximetil)-aminomentano; Scharlau Chemie); Tween-20 (Sigma-Aldrich). Otros 

reactivos usados para la determinación y cuantificación de la inmunoreactividad de proteínas 

fueron obtenidos en la casa comercial Sigma-Aldrich. 

Todos los tampones y las diluciones fueron disueltos en agua de doble destilación procedente 

del sistema Milli-Q synthesis A10 (Millipore S.A.S., Molsheim, FR).  

 

3.1.5 Material de laboratorio 

- Material para la realización de los tratamientos y obtención de muestras: agujas para 

vehículos de relativa densidad de 0.5x16 mm (25G x 5/8”; Terumo Neolus Hypodermic 
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Needles, Madrid, ES); jeringuillas de insulina (volumen de 1 ml; BD Plastipak, Madrid); 

material de disección (incluyendo pinzas, tijeras y bisturíes; Talexco S.L., Madrid, ES). 

- Aparatos para la realización de las pruebas comportamentales, obtenidos de la casa 

comercial Panlab (Panlab, S.L., Barcelona, ES). Asimismo, se usó un sistema de vídeo (LE 

8300 con software SEDACOM v1.3, Panlab, SL, Barcelona, ES) para grabar el recorrido que los 

animales realizaban en el test del laberinto radial y se analizó con el programa Smart v2.5 

(Panlab, SL, Barcelona, ES). 

- Determinación cromatográfica mediante HPLC: columna en fase reversa Spherisorb S3 

ODS1 C18 (3 μm de tamaño de partícula, 4.6 mm x 10 cm; Waters, Barcelona, ES); columna 

NovaPack (C18, 3.9x150 mm, Waters); centrífuga refrigerada (rotor 222, Biocen 22R; 

Ortoalresa, ES); filtro de jeringa de teflón de 0.45 μm de diámetro de poro (Millex®-LH, PTFE 

Hydrophilic; Millipore, Darmstadt, DE); homogenizador de aspas tipo Tp 18/10 (Ultraturrax); 

micropipetas de volumen variables (desde 0.5 hasta 1000 μl, Socorex Acura 825; Socorex Isba 

S.A., CH); precolumna Tracer ODS2 C18 (2-5 μm de tamaño de partícula; Teknokroma, 

Barcelona, ES); sonicador Vibra Cell 75185 130 Watt (Ultrasonic Processor). El equipo de 

HPLC (Waters, Barcelona, ES) formado por bomba de doble pistón (Waters 1515 Isocratic 

HPLC pump), inyector (Waters 717 plus autosampler), detector (Waters 2465 electrochemical 

detector) y una interfase para monitorizar la corriente producida (Waters busSAT/IN module) 

conectada a un ordenador para poder analizar los datos gracias al software Empower Pro 

(Waters).  

- Detección y cuantificación de la inmunoreactividad de proteínas por western blot: baño 

termorregulador Unitronic OR (JP Selecta, Barcelona, ES); cassette (Hypercassette
TM

, 

Amersham, GE Healthcare Life Science, Barcelona, ES); escáner-densitómetro (GS-800 

calibrated densitometer; Bio-Rad) conectado a un ordenador que contiene el programa 

QuantityOne (Bio-Rad); espectrofotómetro (BioPhotometer 562 nm, Eppendorf; Bibby 

Scientific Limited, Staffordshire, UK); films autorradiográficos (18x24 cm, Hyperfilm-ECL; 

Amersham); homogenizador de aspas (tipo Tp 18/10; Ultraturrax); membrana de nitrocelulosa 

de 0.45 μm de poro (Amersham); micropipetas de volumen variables (desde 0.5 hasta 1000 μl, 

Socorex Acura 825; Socorex Isba S.A., CH); papel Whatman de 3 mm de grosor (Whatman 

International Ltd., Maldstone, UK); pH-metro (pH-meter Basic 20, Crisom 20; Crisom 

Instruments S.A., Barcelona); sonicador (Sonifier 250, Branson Ultrasonics Corporation, USA). 

El equipo y los accesorios para la realización del western blot fueron adquiridos en la casa 

comercial Bio-Rad, entre los que se incluyen cristales para minigeles de poliacrilamida de 6x8 

cm y 1 mm de grosor, peines de teflón de 1 mm de espesor y 15 pocillos y fuente de 

alimentación (Power Pac 200).  
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3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Tratamientos 

A lo largo del desarrollo de la tesis doctoral se han realizado diferentes procedimientos, la 

descripción de los cuales se detalla en los siguientes subapartados. Durante todos los 

tratamientos los animales fueron sometidos a una serie de pruebas comportamentales 

relacionadas con las funciones cognitivas y motoras: el test del laberinto radial, el test del 

laberinto de Barnes, el test de reconocimiento de objeto nuevo y el test del rotarod (ver 

apartado “3.2.2 Pruebas comportamentales”). Al finalizar los tratamientos, todos los animales 

fueron sacrificados humanitariamente con guillotina para la obtención de muestras cerebrales 

para posteriores análisis bioquímicos y moleculares (ver apartado “3.2.3 Sacrificio y obtención 

de las muestras cerebrales”).  

 

3.2.1.1 Tratamientos con antioxidantes 

Se realizaron tratamientos con diversos antioxidantes presentes en la dieta mediterránea: 

trans-resveratrol, α-tocoferol y catequina. Además, también se realizó un tratamiento con 

poliphenon 60, fármaco obtenido a partir de un extracto de té verde. Todos los tratamientos con 

antioxidantes se diluyeron en aceite de maíz como vehículo y fueron administrados por vía 

intraperitoneal (i.p., 1 ml/kg/día), ajustándolo a la variación diaria del peso de las ratas a lo largo 

del tratamiento. Se eligió esta vía de administración, en lugar de la vía oral, para intentar 

asegurar que todos los animales recibían la misma dosis de fármaco. Los tratamientos con los 

antioxidantes o con el vehículo se realizaron diariamente entre las 8:00-9:00 h de la mañana, 

coincidiendo con el cambio de ciclo de luz. El aceite de maíz (utilizado como vehículo de 

dilución) en los animales no produjo cambios en las diferentes pruebas realizadas (tanto 

comportamentales como neuroquímicas) en comparación a animales de la misma edad a los que 

se administró suero salino como vehículo. 

Asimismo, todos los animales fueron sometidos a una batería de pruebas comportamentales 

(ver apartado “3.2.2 Pruebas comportamentales”) antes del inicio de los tratamientos, cada 15 

días durante el transcurso de los tratamientos y al finalizar los mismos. De esta forma se 

pudieron establecer los posibles efectos de cada uno de los tratamientos sobre las capacidades 

cognitivas y motoras de los animales. En los periodos en que los animales realizaban las 

pruebas comportamentales, los fármacos se administraban al finalizar dichas pruebas. Cabe 

indicar que los tratamientos con los diversos antioxidantes no afectaron al peso de los animales. 

De igual forma, el vehículo seleccionado para la administración de los fármacos (aceite de 

maíz) no indujo cambios a nivel comportamental ni bioquímico en ninguno de los test 

realizados. 
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Además de los tratamientos crónicos, también se realizó un tratamiento agudo con dichos 

antioxidantes (trans-resveratrol, α-tocoferol, catequina y poliphenon 60) para analizar sus 

posibles efectos agudos sobre las habilidades cognitivas de animales adultos (10 meses, 480±10 

g, ntotal=26) mediante el test del laberinto radial. Cada antioxidante fue administrado a una dosis 

de 20 mg/kg (i.p., disuelto en aceite de maíz, cada tratamiento realizado en n=5 ratas) 1 hora 

antes de la realización del test, mientras que a los animales del grupo control se les administró el 

vehículo de dilución (aceite de maíz, 1 ml/kg, i.p., n=6).  

Las dosis de los antioxidantes escogidas están dentro del rango de dosis de otros estudios que 

utilizan enfoques similares, teniendo en cuenta la ruta y tiempo de administración (por ejemplo, 

para la administración i.p. ver An y Zhang, 2014), la tasa de absorción intestinal (para comparar 

con tratamientos en los que se sigue la administración oral), y la conversión de dosis apropiada 

de estudios en animales a las equivalentes en humanos (Reagan-Shaw et al., 2008).  

 

A) Uso de la restricción calórica y tratamientos con el fármaco antioxidante resveratrol en 

animales adultos  
 

Para esta investigación se usaron ratas macho Sprague Dawley adultas (10 meses al inicio 

del tratamiento, 580±15 g, n=19, 1 animal por jaula), divididas en tres grupos (figura 9).  

El primer grupo de animales (n=6) fue tratado con el fármaco trans-resveratrol (RES) a una 

dosis de 20 mg/kg/día (i.p.) durante 15 días. Paralelamente, los animales del grupo control (n=6) 

fueron tratados con el vehículo aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p.) durante 15 días. Estos dos 

grupos tuvieron libre acceso al agua y a la comida (dieta comercial estándar Panlab A04).  

El tercer grupo de animales adultos (n=7) fue sometido a restricción calórica (RC). Para ello, 

los animales fueron alimentados ad libitum hasta los 9 meses de edad con dieta comercial A04. 

A partir de los 10 meses de edad se inició el régimen de restricción calórica mediante una 

reducción severa de la ingesta calórica (reducción del 80% respecto a la cantidad de comida 

consumida por los animales con libre acceso) durante 25 días, representando una pérdida de 

peso progresiva hasta llegar al 75% de su peso corporal inicial. Una vez alcanzado este 

porcentaje de pérdida de peso, los animales se mantuvieron sometidos a una reducción 

moderada de la ingesta calórica (40% respecto a los animales con libre acceso a la comida) 

durante 15 días para mantener el peso corporal al 75% del peso inicial de los animales. Dichos 

animales fueron pesados y controlados diariamente para detectar la posible aparición de alguna 

carencia nutricional (como por ejemplo presencia de calvas en el pelo), las cuales no se 

detectaron a lo largo del estudio. 
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Figura 9. Grupos de animales adultos utilizados en el tratamiento de resveratrol y restricción 

calórica. Un grupo de animales fue tratado con el fármaco trans-resveratrol (RES) a una dosis de 20 

mg/kg/día (i.p.) disuelto en aceite de maíz. El vehículo también fue administrado a los animales del grupo 

control (1 ml/kg/día, i.p.). Los animales sometidos a restricción calórica (RC) fueron sometidos a una 

reducción de la ingesta calórica hasta llegar al 75% de su peso corporal inicial. Una vez alcanzado este 

porcentaje, dichos animales se mantuvieron en este peso durante otros 15 días.  

 

En este apartado también se ha analizado la temperatura corporal. Para conocer las posibles 

variaciones de temperatura de los animales debido a los tratamientos con RC y RES, respecto al 

grupo control, se introdujo un termistor iButton (DS1921H Thermochron® iButtons®, USA; 

con un rango de registro de temperatura de 15 hasta 46 ºC, y con una recogida de muestra cada 

15 min) en la cavidad abdominal de los animales mediante cirugía bajo anestesia por inhalación 

(Forane, AbbotR, ES). La implantación de los sensores fue realizada una semana antes de 

empezar los tratamientos. Una vez completados los mismos, el termistor iButton fue recuperado 

durante la disección de los animales y los datos registrados se analizaron mediante el programa 

iButton Viewer 32 (Thermochron® iButtons® program, USA). 

 

B) Tratamientos con el fármaco antioxidante α-tocoferol en animales viejos  

Se llevaron a cabo dos experimentos en ratas macho Sprague Dawley viejas (18 meses al 

inicio del tratamiento, 700±10 g, n=29, 1 animal por jaula) usando distintas dosis de α-tocoferol 

diluido en aceite de maíz (figura 10) (Ramis et al., 2016). En el primer experimento 

(experimento Toc 20) las ratas viejas (n=8) recibieron una dosis de α-tocoferol de 20 mg/kg/día 

(i.p.) durante 28 días. En el segundo experimento (experimento Toc 40-60), se administró a los 

animales (n=6) una dosis mayor de α-tocoferol, de 40 mg/kg/día (i.p.) durante 28 días. No 

obstante, dado que no se observaron mejoras significativas en las pruebas comportamentales 

con respecto a las ratas del experimento Toc 20, se decidió continuar el tratamiento durante 

otros 28 días con una dosis aumentada de α-tocoferol (60 mg/kg/día, i.p.). Así, este grupo de 

ratas viejas fue tratado con 40 mg/kg de α-tocoferol durante 28 días seguido de 60 mg/kg de α-

tocoferol durante los siguientes 28 días. Paralelamente, los animales control se mantuvieron en 

las mismas condiciones que los animales tratados con α-tocoferol y fueron administrados con el 

vehículo aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p.) durante 28 días (n=7) o 56 días (n=8) (experimentos 

Toc 20 y Toc 40-60 respectivamente).  
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Figura 10. Grupos de animales viejos utilizados en los tratamientos con α-tocoferol. Se llevaron a 

cabo dos experimentos en ratas (18 meses al inicio del tratamiento), usando distintas dosis de α-tocoferol 

diluido en aceite de maíz: Toc 20 y Toc 40+60. Este vehículo fue administrado también a los animales 

control (1 ml/kg/día).  

 

C) Tratamientos con los fármacos antioxidantes catequina y poliphenon 60 en animales viejos  

Para estos tratamientos se han utilizado ratas macho Sprague Dawley viejas (18 meses al 

inicio del tratamiento, 640±5 g, n=19, 1 animal por jaula). Tanto en el experimento con 

catequina (n=6) como en el experimento con poliphenon 60 (n=7), las ratas viejas recibieron 

una dosis de 20 mg/kg/día (i.p.) durante 28 días seguida de una dosis de 40 mg/kg/día (i.p.) 

durante los siguientes 7 días (figura 11) (Ramis et al., 2020). Paralelamente a estos tratamientos, 

los animales del grupo control (n=6) recibieron el vehículo de dilución (aceite de maíz, 1 

ml/kg/día, i.p.) durante 35 días. 

 
 

Figura 11. Grupos de animales viejos utilizados en los tratamientos con catequina y poliphenon 60. 

Los dos antioxidantes fueron diluidos en aceite de maíz; este vehículo fue administrado también a los 

animales control (1 ml/kg/día).  

 

3.2.1.2 Tratamientos con ejercicio físico moderado y la acción combinada con el 

antioxidante catequina  
 

Otra de las estrategias en auge para prevenir el deterioro cognitivo y motor es el ejercicio 

físico (figura 12). Para ello, en la presente investigación se han utilizado ratas macho Wistar 

adultas (18 meses al inicio de tratamiento, peso de 600±35 g, n=21, 1 animal por jaula). Hasta 

los 18 meses, los animales se mantuvieron en las condiciones estándar de estabulación. A partir 

de los 18 meses, los animales que formaban parte del grupo control (n=7) se mantuvieron en las 
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mismas condiciones durante las siguientes 5 semanas. Los animales que formaban parte del 

grupo de ejercicio físico (n=7, grupo Ejerc), fueron sometidos a ejercicio moderado durante 5 

días a la semana (de lunes a viernes), un total de 5 semanas, mediante el uso del dispositivo del 

rotarod, el cual dispone de una rueda giratoria cuya velocidad puede ir modificándose (para más 

detalles del dispositivo consultar el apartado “3.2.2.4. Test de rotarod”). La duración y la 

intensidad del ejercicio físico fueron incrementándose paulatinamente para que los animales se 

adaptaran al ejercicio. Así, los primeros 5 días de duración la velocidad se incrementó de 4 a 10 

rpm, y cada día permanecían en la rueda giratoria durante 5 minutos. Las siguientes dos 

semanas, la velocidad se incrementó de 10 a 15 rpm, permaneciendo en la rueda giratoria de 5 a 

10 minutos. Las dos últimas semanas se mantuvo la velocidad a 15 rpm, y los animales 

permanecieron en la rueda giratoria durante 10 minutos (Ramis et al., 2021b).  

 
 

Figura 12. Grupos de animales viejos utilizados en el ejercicio físico moderado. Los animales 

sometidos a actividad física (Ejerc y Ejerc + Cat) realizaron un ejercicio físico en el dispositivo del 

rotarod cuya duración e intensidad fue incrementándose a lo largo de las semanas. Al grupo Ejerc + Cat, 

además de la aplicación del ejercicio, se le administró el antioxidante catequina diluido en aceite de maíz; 

este vehículo fue administrado también a los animales control y al grupo Ejerc (1 ml/kg/día) durante la 

duración de todo el experimento.  
 

El tercer grupo de animales (n=7), además de la realización del ejercicio físico descrito en el 

grupo anterior, recibieron una dosis del antioxidante catequina para poder evaluar la posible 

acción conjunta del ejercicio físico y los antioxidantes (grupo Ejerc + Cat). Las ratas recibieron 

diariamente una dosis de 20 mg/kg/día (diluido en aceite de maíz, 1 ml/kg/día, i.p.) los primeros 

28 días y una dosis de 40 mg/kg/día (i.p.) los siguientes 7 días (siguiendo la misma pauta que 

los animales tratados sólo con catequina). Cabe indicar que, para compensar un posible efecto 

de estrés producido por el pinchazo del antioxidante, tanto a los animales del grupo control 

como a los animales que sólo realizaron ejercicio se les administró el vehículo de dilución 

(aceite de maíz, 1 ml/kg/día, i.p.) durante los 35 días de tratamiento.  

El programa de ejercicio físico fue aplicado a los animales entre las 9:00 y las 12:00 horas de 

la mañana. Asimismo, la administración de catequina, o del vehículo en su defecto, se realizó 

justo después de la finalización del ejercicio. 
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Todos los animales fueron sometidos a una batería de pruebas comportamentales (ver 

apartado “3.2.2 Pruebas comportamentales”) antes del inicio de los tratamientos, cada 15 días a 

lo largo del transcurso de los tratamientos y al finalizar los mismos. De esta forma se pudieron 

establecer los posibles efectos del ejercicio físico, así como la posible acción conjunta del 

ejercicio y los antioxidantes, sobre las capacidades cognitivas y motoras de los animales. En los 

periodos en que los animales realizaban las pruebas comportamentales, la aplicación del 

ejercicio físico y la administración de catequina o vehículo se realizaba al finalizar las pruebas. 

 

3.2.1.3 Tratamientos con programas de enriquecimiento ambiental y estrés  

Otro objetivo de la presente investigación fue conocer los efectos del enriquecimiento 

ambiental a largo plazo sobre el deterioro cognitivo y motor asociado al envejecimiento. Para 

ello se llevaron a cabo diferentes programas de EA empezando a distintas edades: a partir de 1 

mes (ratas jóvenes; EA temprano - EA 1-20), 7 meses (ratas adultas; EA intermedio - EA 7-20) 

y 18.5 meses (ratas viejas; EA tardío - EA 18.5-20) de edad.  

 

 

Figura 13. Objetos utilizados en los programas de enriquecimiento ambiental. Ejemplo de los 

diferentes materiales usados para realizar los programas de enriquecimiento ambiental, incluyendo 

objetos de plástico (aros, pelotas…), objetos de papel y cartón (hojas de periódico, cajas de guantes, tubos 

de diferentes tamaños…) y otros objetos como cuerdas y piezas de madera. 
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La aplicación del EA se realizó con diversos objetos de varios tamaños, formas y materiales 

(figura 13). Entre estos objetos estaban: 

- Objetos de plástico (como aros, pelotas y cubos).  

- Objetos de papel y cartón (como cajas, tubos de diferentes tamaños y hojas de papel de 

periódico).  

- Objetos de otros materiales (como cuerdas de diferentes grosores y tacos de madera).  

Cabe indicar que a veces se utilizaron diferentes aromas (de manzana, cereza, vainilla, 

melocotón), mediante el uso de 3-4 gotas de cada aroma sobre bolas de papel que luego se 

colocaban dentro de tubos o cajas para incentivar la exploración de los animales. Asimismo, con 

el mismo objetivo de incentivar la exploración, en algunas ocasiones se suministró a los 

animales una pequeña cantidad de comida (menos de 5 gramos) envuelta en bolas de papel 

colocadas dentro de tubos o cajas. Los animales siempre disponían de diversos tipos de objetos 

para aumentar la novedad de los objetos, los cuales eran cambiados regularmente (ver el anexo 

A para para conocer el cronograma seguido).  

 

Asimismo, se quisieron conocer las consecuencias producidas por la repetición continuada 

de situaciones estresantes moderadas sobre el deterioro cognitivo y motor asociado a la edad. 

Para ello se llevaron a cabo dos programas de estrés crónico moderado impredecible (ES) 

empezando a distintas edades: a partir de 1 mes (ratas jóvenes; ES temprano - ES 1-20) y 7 

meses (ratas adultas; ES intermedio - ES 7-20) de edad.  

Los animales sometidos a ES, al inicio de los tratamientos (1 y 7 meses de edad), fueron 

alojados en jaulas cuadradas individuales de pequeño tamaño (22x22x22cm) y se mantuvieron 

así hasta los 20 meses de edad, reduciendo la capacidad de movimiento de los animales y 

produciendo a su vez un aislamiento social a largo plazo. Los factores estresantes (figura 14) a 

los que los animales fueron sometidos eran cambiados regularmente (ver el anexo A para 

conocer el cronograma seguido).  

 

       

Figura 14. Objetos utilizados en los programas de estrés crónico moderado impredecible. Ejemplo 

de los diferentes materiales usados para realizar los programas de estrés crónico, incluyendo la jaula en la 

que se alojaron los animales, pulverizadores de agua, globos rellenos de agua colgados de la jaula, y 

canicas en la base de la jaula en lugar de viruta. 
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Entre los factores estresantes a los que se sometieron a los animales se encontraban:  

- Cambios constantes del ciclo de luz/oscuridad: a lo largo de los programas de estrés 

crónico, y gracias a la ayuda de diversos temporizadores, se cambió la duración del ciclo de 

luz/oscuridad sin seguir una pauta fija para evitar que los animales se pudieran adaptar a esas 

variaciones. Entre estos cambios se encontraban ciclos de 24 horas (como 20 horas luz/ 4 horas 

oscuridad o 6 horas luz/ 18 horas oscuridad), ciclos de luz continua durante 72 horas, ciclos de 5 

horas (las luces se encendían y apagan cada 5 horas) y ciclos de 48 horas (36 horas luz/ 12 horas 

de oscuridad). 

- Cambios en la temperatura de la sala en la que se alojaban los animales: se incrementó la 

temperatura de la sala por encima de 25 ºC durante al menos 3 días seguidos, y también se 

sometió a los animales a bajas temperaturas (menos de 17 ºC) durante al menos 3 días seguidos. 

Estos cambios se producían de forma irregular y sin orden predictivo.  

- Cambios en el sustrato del suelo: hubo semanas en las que la viruta de madera no se 

cambió de forma semanal. En otras ocasiones, la viruta era sustituida por canicas, dejando un 

material de nidificación inestable e incapaz para absorber orina. Esto afectaba tanto a la 

capacidad motora como al sentido del olfato de las ratas. 

- Factores estresantes relacionados con agua: hubo días en los que los animales se veían 

privados de agua en periodos de tiempo aleatorios, sin llegar a causarles problemas fisiológicos. 

Además, con ayuda de un pulverizador se procedía a mojar a los animales con agua a 

temperatura ambiente, mojando al animal y también modificando las condiciones de humedad 

óptimas para la rata. Asimismo, se utilizaron globos de pequeño tamaño llenos de agua colgados 

de la tapa de la jaula del animal (1-2 globos/jaula), con lo que, al romperlos, además del ruido, 

la rata se mojaba inesperadamente.  

- Factores estresantes sonoros: con ayuda de un timer se activaban diferentes alarmas (de 3 

minutos de duración) a distintas variaciones de tiempo para causar un estado de alerta continuo.  

 

A) Programas de enriquecimiento ambiental y estrés crónico en ratas a partir de 1 mes de 

edad, junto al efecto combinado del enriquecimiento ambiental y la dieta rica en antioxidantes 
 

Para este grupo de tratamientos se usaron ratas macho Wistar (1 mes al inicio de tratamiento, 

peso de 100±5 g, n=37, 2 animales por jaula) (figura 15). Los animales que formaban el grupo 

control (n=12, 2 animales por jaula) se mantuvieron en las condiciones estándar descritas 

anteriormente (ver apartado “3.1.1 Animales de experimentación”).  

Los animales que formaban parte del grupo estrés (n=6, 1 animal por jaula) fueron sometidos 

a diferentes tipos de factores estresantes hasta que alcanzaron la edad de 20 meses. Estos 

factores se cambiaban semanalmente, especialmente los relacionados con los ciclos de 
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luz/oscuridad y los cambios de temperatura para evitar que los animales se pudieran adaptar a 

ellos e intentando no repetir el mismo factor estresante más de una semana seguida. En la tabla 

A1 del anexo A se detalla el cronograma seguido, indicando el estresante utilizado en cada 

semana, además de las jaulas pequeñas individuales en las que se mantuvieron a los animales 

durante todo el transcurso de la investigación. Los cambios en los factores estresantes aplicados 

se realizaban entre las 9:00 - 10:00 h de la mañana.  

  

Figura 15. Grupos de animales utilizados en los programas de enriquecimiento ambiental, dieta y 

estrés crónico a largo plazo. Los programas de enriquecimiento ambiental o estrés se aplicaron desde 1 

mes de edad de los animales hasta alcanzar los 20 meses; el programa de dieta se aplicó a partir de los 14 

meses. Los animales del grupo control se mantuvieron en las condiciones estándar de estabulación. 

 

Los animales sometidos a enriquecimiento ambiental (n=19, 2 animales por jaula) disponían 

de diferentes objetos de diversas formas, tamaños y materiales distribuidos por la jaula (tanto 

por el suelo de la jaula como en la tapa). Estos objetos eran cambiados semanalmente para 

motivar a los animales a una continua exploración de los mismos, intentando no repetir el 

mismo objeto más de una semana seguida y procurando que hubiera variedad tanto en el tipo de 

material de los objetos disponibles como en su tamaño. En la tabla A1 del anexo A se detalla el 

cronograma seguido, indicándose los objetos colocados en la jaula cada semana. Los cambios 

de los objetos que se les proporcionaba a los animales se realizaban entre las 9:00 - 10:00 h de 

la mañana. 

A los 14 meses, los animales sometidos a enriquecimiento ambiental fueron divididos en dos 

grupos. Uno de ellos (n=12) fue mantenido en las mismas condiciones indicadas anteriormente, 

disponiendo de diferentes objetos que se cambiaban semanalmente, hasta que los animales 

tuvieron 20 meses de edad. El segundo grupo de ratas (n=7) fue sometido a la acción conjunta 

de dos tratamientos: enriquecimiento ambiental y dieta rica en antioxidantes (figura 16). Para 

ello, a los animales de este grupo, además de disponer de diversos objetos para seguir con el 

tratamiento de enriquecimiento ambiental (mismos objetos que el grupo de animales sometidos 
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sólo a enriquecimiento ambiental, más detalles en la tabla A1 del anexo A), se les proporcionó 

diferentes alimentos ricos en antioxidantes, los cuales se cambiaban 3 veces por semana 

(siguiendo la misma pauta y proporcionándoles los mismos alimentos que los animales 

sometidos sólo a dieta rica en antioxidantes, tal y como se detalla a continuación y en la tabla 

A4 del anexo A). Los dos tratamientos se aplicaron a los animales hasta alcanzar una edad de 20 

meses, momento en el que se procedió a su sacrificio.  

Se analizó el posible efecto beneficioso de una dieta rica en antioxidantes a largo plazo sobre 

el deterioro cognitivo y motor asociado al envejecimiento (Ramis et al., 2021a). Para ello se 

usaron ratas macho Wistar adultas (14 meses al inicio del tratamiento, peso de 535±25 g, n=6, 1 

animal por jaula para asegurar que todos los animales disponían de la misma cantidad de 

comida). Hasta los 14 meses, los animales recibieron una dieta comercial estándar (Panlab A04) 

ad libitum, del mismo modo que los animales que formaban parte del grupo control. A partir de 

los 14 meses se les restringió el acceso a la dieta comercial estándar (Panlab A04), con 30 g 

pellet/rata/día (requerimientos nutricionales suficientes para un animal de esa edad). Asimismo, 

3 veces por semana (lunes, miércoles y viernes) se les proporcionó diferentes alimentos ricos en 

antioxidantes hasta que los animales alcanzaron los 20 meses de edad. En la tabla A4 del anexo 

A se muestra el cronograma detallado de los alimentos y la cantidad administrada de cada uno 

de ellos (aproximadamente unos 20-25 g de comida por animal), junto a los correspondientes 30 

g/pellet/rata/día. Los alimentos fueron proporcionados a los animales alrededor de las 9:00 - 

10:00 h de la mañana. Entre estos alimentos suministrados (figura 16) encontramos diferentes 

frutas y verduras (como brócolis, zanahorias, tomates, manzanas, ciruelas, uvas, naranjas, 

nueces, almendras…) y cereales (como avena y trigo). Además, los animales durante todo el 

tratamiento tuvieron libre acceso al agua, y también se les puso otro bebedor con diversos tipos 

de zumos (incluyendo zumos de diferentes frutos rojos, de piña…) o de té (como té verde y té 

rojo) que se reponían regularmente.  

   

Figura 16. Ejemplo de los diferentes alimentos utilizados para la aplicación de la dieta rica en 

antioxidantes. 

 

Durante el transcurso de los tratamientos (de 1 a 20 meses de edad), los animales de todos 

los grupos experimentales (control, estrés, enriquecimiento ambiental, dieta rica en 

antioxidantes y enriquecimiento ambiental más dieta) fueron sometidos a una batería de pruebas 
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comportamentales (ver apartado “3.2.2 Pruebas comportamentales”) antes del inicio de los 

tratamientos, cada mes durante el transcurso de los tratamientos y al finalizar los mismos. De 

esta forma se pudieron establecer los posibles efectos de los tratamientos sobre las capacidades 

cognitivas y motoras de los animales a lo largo del proceso de envejecimiento. En los periodos 

en que los animales realizaban las pruebas comportamentales, la administración de los 

alimentos y el cambio de los juguetes o de los factores estresantes se realizaba al finalizar las 

pruebas. 

 

B) Programas de enriquecimiento ambiental y estrés crónico en ratas a partir de 7 meses de 

edad. 
 

Para este grupo de tratamientos se usaron ratas macho Sprague Dawley (7 meses al inicio del 

tratamiento, peso de 510±10 g, n=36, 2 animales por jaula). Hasta que los animales alcanzaron 

los 7 meses de edad se mantuvieron en el estabulario en las condiciones estándar descritas 

anteriormente (ver apartado “3.1.1 Animales de experimentación”). Los animales que formaban 

parte del grupo control (n=12, 2 animal por jaula) se mantuvieron en estas mismas condiciones 

hasta alcanzar los 20 meses de edad (figura 17).  

 

  
Figura 17. Grupos de animales utilizados en los programas de enriquecimiento ambiental y estrés 

iniciado a edades intermedias. Los animales se mantuvieron bajo el programa de enriquecimiento 

ambiental o estrés desde los 7 meses de edad hasta alcanzar los 20 meses. Los animales del grupo control 

se mantuvieron en las condiciones estándar de estabulación.  

 

Los animales sometidos a enriquecimiento ambiental (n=12, 2 animales por jaula) disponían 

de varios objetos de diferentes formas, tamaños y materiales distribuidos por la jaula (tanto por 

el suelo de la jaula como en la tapa). Se siguió una pauta similar a la descrita en el apartado 

anterior; sin embargo, estos objetos fueron cambiados 2 veces por semana (lunes y jueves) para 

conseguir una mayor motivación de los animales para que explorasen los objetos, intentando no 

repetir el mismo objeto más de una vez seguida y procurando que hubiera variedad en el tipo de 

material de los objetos disponibles y en el tamaño de los mismos. En la tabla A2 del anexo A se 

detalla el cronograma seguido, indicando los objetos colocados en la jaula cada semana. El 

cambio de los objetos que se les proporcionaba a los animales se realizaban entre las 9:00 - 

10:00 h de la mañana. 
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Los animales que formaban parte del grupo estrés crónico moderado (n=12, 1 animal por 

jaula) fueron sometidos a diferentes tipos de factores estresantes. Se siguió una pauta similar a 

la descrita en el apartado anterior, usando las mismas jaulas individuales; sin embargo, los 

factores estresantes fueron cambiados con más frecuencia para intensificar el estrés e intentando 

no repetir el mismo más de una vez seguida. Estas condiciones se mantuvieron hasta que los 

animales tuvieron 20 meses. En la tabla A2 del anexo A se detalla el cronograma seguido, 

indicando los factores estresantes utilizados cada semana, además de las jaulas pequeñas 

individuales en las que se mantuvieron a los animales durante todo el transcurso de la 

investigación. Los cambios en los factores estresantes aplicados se realizaban entre las 9:00 - 

10:00 h de la mañana. 

Durante cada mes a lo largo de los tratamientos (de 7 a 20 meses de edad), los animales de 

todos los grupos experimentales (control, estrés y enriquecimiento ambiental) realizaron 

diversas pruebas comportamentales para conocer los posibles efectos de los tratamientos sobre 

las capacidades cognitivas y motoras de los animales, especialmente durante el envejecimiento.  

 

C) Programa de enriquecimiento ambiental en ratas a partir de 18.5 meses de edad. 

Para este grupo de tratamientos se usaron ratas macho Wistar (18.5 meses al inicio de 

tratamiento, peso de 570±10 g, n=13, 2 animales por jaula). Hasta que los animales alcanzaron 

los 18.5 meses de edad se mantuvieron en el estabulario en las condiciones estándar descritas 

anteriormente (ver apartado “3.1.1 Animales de experimentación”). Los animales que formaban 

el grupo control (n=6, 2 animal por jaula) se mantuvieron en estas mismas condiciones hasta 

alcanzar la edad de 20 meses.  

Los animales sometidos a enriquecimiento ambiental (n=7, 2 animales por jaula) disponían 

de diferentes objetos de diferentes formas, tamaños y materiales distribuidos por la jaula (tanto 

por el suelo de la jaula como en la tapa). En este programa, los objetos que se proporcionaban a 

los animales fueron cambiados 3 veces por semana (lunes, miércoles y viernes) para conseguir 

una mayor motivación de los animales, intentando no repetir el mismo objeto más de una vez 

seguida y procurando que hubiera variedad tanto en el tipo de material de los objetos 

disponibles como en el tamaño de los mismos. En la tabla A3 del anexo A se detalla el 

cronograma seguido, indicando los objetos colocados en la jaula cada semana, los cambios de 

los cuales se realizaban entre las 9:00 - 10:00 h de la mañana. 

Tanto al inicio como al final del programa de enriquecimiento, los animales de los dos 

grupos experimentales (control y enriquecimiento ambiental) realizaron diversas pruebas 

comportamentales para conocer los posibles efectos sobre las capacidades cognitivas y motoras 

de los animales.  
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3.2.2 Pruebas comportamentales 

Las pruebas comportamentales se llevaron a cabo entre las 9:30 y las 13:00h, ajustándose a 

este periodo de tiempo para evitar diferencias entre los animales debido al nivel de actividad 

basal (alternando cada vez un animal de cada grupo experimental). Las ratas fueron colocadas 

en la habitación en la que se desarrollaría el experimento 30 minutos antes de empezar las 

pruebas. Estas pruebas comportamentales se realizaron justo antes de empezar los tratamientos, 

a lo largo de los mismos (cada 15 días o cada mes en función de la duración del experimento), 

así como al finalizar los experimentos. En la figura 18 se detalla el orden seguido para la 

realización de las diferentes pruebas comportamentales.  

 

 

 

 

Figura 18. Diseño experimental de la realización de las pruebas comportamentales. Antes de 

iniciarse los tratamientos, los animales realizaban varias pruebas para dividir a los animales en grupos 

homogéneos. Durante los tratamientos, cada 15 días (en las estrategias basadas en la aplicación de 

antioxidantes o de ejercicio físico) o cada 30 días (en los programas de enriquecimiento ambiental, dieta y 

estrés) también se realizaban dichas pruebas para analizar la evolución de los tratamientos. Al finalizar 

los mismos, se repitieron las pruebas comportamentales, justo antes del sacrificio de los animales 

(momento en el cual se procedió a la administración del fármaco NDS-1015). 
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Las pruebas utilizadas para analizar las capacidades cognitivas y motoras han sido: 

- Test del laberinto radial para analizar la memoria de trabajo espacial. 

- Test del laberinto de Barnes para evaluar el aprendizaje visoespacial.  

- Test de reconocimiento de objeto nuevo para analizar la memoria episódica. 

- Test del rotarod para evaluar la coordinación motora.  

A continuación, se especifica el procedimiento utilizado en cada una de estas pruebas. 

 

3.2.2.1 Test del laberinto radial  

El test del laberinto radial (figura 19) ha sido utilizado para analizar la memoria de trabajo 

espacial en roedores. Este test fue desarrollado por Olton y Samuelson (1976) y ha sido 

ampliamente usado para evaluar el deterioro cognitivo asociado al envejecimiento en diversos 

modelos de experimentación (Bernstein et al., 1985; Esteban et al., 2010a, b; Krazem et al., 

2003; Lebrun et al., 1990; Lohmann y Riepe, 2007; Marighetto et al., 2000; Noguès et al., 1996; 

Ramis et al., 2013, 2016, 2020, 2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018; Sharma et al., 2010; 

Takahashi et al., 2009; Touyarot et al., 2002; Touzani et al., 2003).  

El laberinto radial de 8 brazos utilizado (Panlab) consta de una plataforma central octogonal 

(30 cm de diámetro), con 8 brazos radiales equidistantes (70 cm de largo, 10 cm de ancho), 

elevado 75 cm sobre el suelo. El laberinto estaba colocado en una habitación experimental en la 

que había diferentes pistas visuales (figuras con diferentes formas y colores), tanto en las 

paredes de la habitación como en la plataforma central del dispositivo. Estas pistas se 

mantuvieron en la misma posición a lo largo de la realización de la prueba ya que eran usadas 

por el animal como puntos de referencia.  

 

  

Figura 19. Dispositivo del laberinto radial, junto con sus medidas, utilizado para analizar la memoria 

de trabajo espacial en roedores. 
 

En este test, el animal se colocaba en el centro del dispositivo y justo después se le permitía 

visitar libremente los brazos del laberinto para obtener un pequeño trozo de pellet situado al 

final de cada uno de los brazos (pocillo negro de 4 cm de diámetro, situado a 3 cm del final del 
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brazo). Para conseguir el suficiente nivel motivacional, los animales jóvenes (menores de 6 

meses) fueron sometidos previamente a un ayuno de 24 horas, mientras que en los animales 

adultos y de edad avanzada el ayuno realizado fue de 48 horas. Al finalizar cada prueba, el 

dispositivo se lavaba con una solución de etanol 70% para eliminar el posible rastro presente. El 

recorrido seguido por los animales fue grabado mediante un sistema de vídeo (LE 8300 con 

software SEDACOM v1.3, Panlab) y analizado mediante el programa Smart v2.5 (Panlab). El 

test finalizaba cuando la rata visitaba cada uno de los 8 brazos (tiempo total, minutos) o cuando 

transcurría un tiempo máximo de 20 minutos. La suma de las re-entradas en los diferentes 

brazos, así como los brazos no visitados, fueron considerados como errores. En este test también 

se analizó la distancia (cm) recorrida por los animales.  

 

3.2.2.2 Test del laberinto de Barnes 

El test del laberinto de Barnes (figura 20) permite analizar el aprendizaje visoespacial 

(Deacon y Rawlins, 2002; Harrison et al., 2006, 2009; Pompl et al., 1999; Ramis et al., 2016, 

2021a, b; Sarubbo et al., 2018). Para evitar el estrés inducido por la natación que se produce en 

el Morris water maze, Carol Barnes desarrolló un laberinto equivalente en seco (Barnes, 1979) 

para poder analizar la memoria de trabajo y la memoria de referencia espacial (Patil et al., 

2009).  

 

 

Figura 20. Dispositivo del laberinto de Barnes utilizado para analizar el aprendizaje visoespacial, junto 

con sus medidas y detalle de la caja de escape. 
 

El laberinto (modificado a partir de Barnes, 1979 y Rueda-Orozco et al., 2008) consiste en 

una plataforma de madera circular (diámetro de 130 cm), elevado 75 cm sobre el suelo, con 18 

agujeros (con un diámetro de 10 cm) localizados alrededor del perímetro del círculo y centrados 

3 cm desde el borde. Bajo uno de los agujeros hay una caja de plástico oscura llamada caja de 

escape o target (30×20×10 cm). La caja fue mantenida en la misma posición a lo largo de la 

realización del test. Desde el centro del laberinto todos los agujeros parecían idénticos y la caja 

de escape no se podía discriminar de los otros agujeros. Para la realización del test se encendía 

una luz brillante potente, usándola como estímulo negativo para acentuar la agorafobia natural 

de los roedores y su preferencia natural por los ambientes oscuros (Bach et al., 1995; Barrett et 
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al., 2009), consiguiendo así la motivación suficiente para que el animal se desplazara a lo largo 

del laberinto en busca de un escape (Ingram et al., 1994; Moscovitch et al., 2005). El dispositivo 

estaba colocado en una habitación experimental que disponía de diversas pistas visuales 

alrededor del laberinto, las cuales no fueron movidas a lo largo de la realización de la prueba 

para servir como puntos de referencia para la localización de la caja de escape (Barrett et al., 

2009). 

El día previo a la realización del test cada animal fue habituado a explorar libremente el 

laberinto (fase de familiarización). Cada rata se colocada en el centro del dispositivo cubierta 

por un cilindro opaco durante 10 segundos. Transcurrido ese tiempo, el cilindro se retiraba, la 

luz se encendía y el animal tenía 3 minutos para encontrar la caja de escape y esconderse dentro 

de ella. Si el animal no encontraba la caja era dirigido manualmente hacia ella y se le hacía 

entrar; una vez dentro de la caja el animal permanecía allí durante 2 minutos a oscuras.  

El día del test cada animal realizó 4 pruebas, con un intervalo de tiempo entre ellos de 10 

minutos. Las tres primeras corresponden a los entrenamientos (fase de entreno), mientras que la 

última corresponde a la fase de test. En cada entrenamiento el animal era colocado en el centro 

del dispositivo cubierto por un cilindro opaco durante 10 segundos, transcurridos los cuales el 

cilindro se retiraba y la luz se encendía como estímulo negativo para fomentar la exploración. El 

entreno finalizaba cuando el animal entraba en la caja de escape. Si el animal no entraba en la 

caja después de 3 minutos, era dirigido manualmente hacia la caja y se le hacía entrar dentro, 

donde permanecía durante 1 minuto a oscuras. En la fase de test, el tiempo máximo del que 

disponía el animal para localizar la caja de escape era de 90 segundos. Entre cada prueba el 

animal era retornado a su jaula, y tras un periodo de 10 minutos empezaba el siguiente trial. La 

superficie del dispositivo y la caja fueron lavados con una solución de etanol 70% entre cada 

animal y entre cada prueba para eliminar el posible rastro presente, evitando así que el animal 

pudiera resolver el test con la ayuda de estas pistas.  

En cada prueba se evaluó el tiempo que el animal pasaba explorando el laberinto hasta 

encontrar la caja de escape (latencia, en segundos); además, la exploración de un agujero 

diferente al target fue contabilizado como un error. También se registró la estrategia seguida por 

el animal para localizar el target, pudiéndose observar tres estrategias diferentes (Rueda-Orozco 

et al., 2008): la estrategia directa, en la que la rata va directamente al target o a uno de los 

agujeros de al lado; la estrategia seriada, en la que el animal explora los agujeros siguiendo una 

secuencia en una dirección (visita de agujeros adyacentes); y la estrategia aleatoria, en la que el 

animal no sigue ningún patrón sino que explora agujeros al azar.  

En el caso de los tratamientos con antioxidantes, el uso de la dieta y el ejercicio físico, el test 

del laberinto de Barnes sólo se realizó al final de los tratamientos para evitar un posible 
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aprendizaje producido por los entrenamientos seguidos que implica la realización del test 

usando los mismos animales. En el caso del EA y el ES, cuya duración es de varios meses, este 

test se realizó a los 6, 12 y 19 meses de edad de los animales. 

 

3.2.2.3 Test de reconocimiento de objeto nuevo 

El test de reconocimiento de objeto nuevo es un método para medir la memoria episódica en 

ratas y ratones, basado en la capacidad exploratoria espontánea de estos animales (Eacott y 

Norman, 2004; Okamura et al., 2011). Este test evalúa la habilidad natural de los roedores para 

explorar los objetos nuevos gracias a su tendencia natural a la novedad (Antunes y Biala, 2012), 

sin la necesidad de recompensas, motivación externa o castigo. Este test fue llevado a cabo en el 

dispositivo del campo abierto (cilindro con un diámetro de 78 cm y con una altura de las 

paredes de 60 cm) (figura 21).  

 

 

 

 

Figura 21. Dispositivo del campo abierto, junto con sus 

medidas, utilizado para la realización del test de reconocimiento 

de objeto nuevo. 

 

 

 

 

El procedimiento consta de tres fases: habituación, familiarización y test (figura 22) (Ramis 

et al., 2013, 2016, 2020, 2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018). 

 

 

Figura 22. Ejemplo de las tres fases de las que consta el test de reconocimiento de objeto nuevo 

utilizado para analizar la memoria episódica: habituación (izquierda), familiarización (centro) y test 

(derecha). 

 

En la fase de habituación se pretende que el animal se acostumbre al lugar en el que se va a 

realizar la prueba. Para ello se colocó a cada animal individualmente en el centro del aparato 

(sin la presencia de los objetos a utilizar en las siguientes fases), y se dejó que explorara 

libremente el dispositivo durante 10 minutos. Este proceso se repitió una vez al día en los cuatro 
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días previos a la prueba. En el quinto día cada animal fue colocado en el aparato durante 1 

minuto, permitiéndole explorar libremente para reconocer el ambiente (re-habituación).  

Justo después de la re-habituación se procedió a realizar la fase de familiarización. En esta 

fase se situaron dos objetos de las mismas características (cubos de plástico de 6x6 cm y del 

mismo color), colocados de forma equidistante al centro del campo abierto, localizados 16 cm 

de las paredes del dispositivo y con una distancia de 35 cm entre ellos, sujetos al campo abierto 

por la base con la ayuda de velcro para asegurar la posición de los objetos. A continuación, se 

colocó la rata en el centro del dispositivo, permitiéndole la exploración de los objetos hasta 

alcanzar los 30 segundos de exploración entre los dos objetos o un tiempo máximo de 10 

minutos en el dispositivo. En esta fase se anotó el tiempo que el animal había estado explorando 

cada uno de los objetos y se registró el recorrido que había seguido. La exploración de los 

objetos fue registrada de tal forma que se consideró exploración cuando la nariz o la boca del 

animal estaba en contacto con el objeto, mientras que correr alrededor del objeto, sentarse o 

escalar sobre él no fue considerado como exploración. Cabe destacar que los objetos no tenían 

un significado para las ratas, sin poder asociarse con un refuerzo positivo o negativo.  

Transcurrida esta fase el animal era devuelto a su jaula y tras un periodo de retraso de 10 

minutos se procedía a realizar la fase de test. En esta fase, en la cual se refleja la preferencia por 

la novedad de los roedores, se colocaron también dos objetos en la misma posición que en la 

fase de familiarización: un objeto era exactamente igual que en la fase anterior (misma forma y 

color) y el otro objeto era totalmente diferente, tanto en forma como en color (en este caso bolos 

de plástico de 8x5 cm). Seguidamente, se colocó a cada rata en el centro del dispositivo y se le 

dejó explorar de nuevo los dos objetos durante un tiempo máximo de 10 minutos. En esta fase 

también se anotó el tiempo que el animal había estado explorando cada uno de los objetos y se 

registró el recorrido que había seguido.  

Entre cada una de las fases, así como entre cada animal, tanto el dispositivo como los objetos 

utilizados se limpiaron con etanol 70%.  

 

3.2.2.4 Test del rotarod 

La coordinación motora tradicionalmente se ha evaluado en ratones y ratas mediante la 

prueba de rotarod (Deacon, 2013; Esteban et al., 2010a, b; Pitozzi et al., 2012; Ramis et al., 

2016, 2020, 2021a, b; Sarubo et al., 2018; Subash et al., 2015; Vachon et al., 2013; Zhou et al., 

2013). Así, el test del rotarod fue usado para examinar los efectos de los diferentes tratamientos 

sobre las habilidades motoras.  
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El aparato del rotarod (Panlab) consiste en una barra horizontal (diámetro de 8 cm) que gira 

alrededor de su eje largo, colocada a una altura de 42 cm y cuya velocidad de giro puede ir 

cambiando (figura 23).  

 

   

Figura 23. Dispositivo del rotarod, junto con sus medidas, utilizado para analizar la coordinación 

motora. 
 

En este test, el animal se colocaba en la barra y debía caminar hacia adelante para 

permanecer en posición horizontal y no caerse. Para ello, los animales fueron sometidos a varias 

sesiones de entreno durante los 4 días previos al test. En cada sesión, de unos 5 minutos por 

animal y por día, el animal se colocaba sobre la rueda a una velocidad de mantenimiento de 4 

revoluciones por minuto (rpm) hasta conseguir que el animal se mantuviera estable caminando 

sobre la rueda. El día del test la rata se colocaba sobre la rueda, pero en este caso la velocidad 

iba incrementándose gradualmente, pasando de 4 a 40 rpm en un minuto. Cada rata realizó el 

test 5 veces, con un intervalo entre cada test de unos 3 minutos. En esta prueba se evaluó el 

tiempo de permanencia (en segundos) sobre el aparato antes de caer, así como la velocidad 

alcanzada; el promedio para cada animal fue tomado como medida de coordinación motora.  

 

3.2.3 Sacrificio y obtención de las muestras cerebrales 

Al finalizar los tratamientos todos los animales fueron sacrificados mediante decapitación 

entre las 8:00 y las 9:00 h. Para poder testar la actividad in vivo de las enzimas limitantes en la 

síntesis de monoaminas (uno de los objetivos de la presente tesis doctoral), todos los animales 

recibieron una dosis efectiva máxima de NSD-1015 (100 mg/kg, i.p., disuelto en suero salino) 

30 minutos antes del sacrificio (Esteban et al., 2010a, b; Moranta et al., 2014; Ramis et al., 

2016, 2020, 2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018). 

Tras decapitar a las ratas se les extrajo rápidamente el cerebro y se diseccionaron distintas 

regiones cerebrales sobre un cilindro de aluminio a 4 ºC, incluyendo hipocampo, estriado, 
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corteza y glándula pineal (figura 24). Una vez diseccionadas las diferentes regiones se 

congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 ºC hasta el momento de 

su procesamiento. En la presente investigación nos hemos centrado principalmente en el 

hipocampo y en el estriado para la realización de las posteriores pruebas moleculares por ser 

regiones implicadas en los test comportamentales descritos previamente. Además, también se 

obtuvieron muestras de cerebelo, hipotálamo, corteza prefrontal, una porción de tronco 

encefálico y otras regiones del cuerpo (riñón, hígado, corazón, plasma y músculo pectoral) que 

pueden resultar útiles para futuros estudios moleculares.  

 

Figura 24. Esquema de las diferentes regiones cerebrales recogidas durante la disección del 

cerebro. 

 

Las pruebas moleculares que se han utilizado han sido: 

- Determinación cromatográfica electroquímica para evaluar la actividad tirosina 

hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) in vivo en 

hipocampo, estriado y glándula pineal. 

- Técnica del western blot para la detección y cuantificación de la inmunoreactividad de 

las proteínas SIRT1, NF-κB total y RbAp48 hipocampales. 

- Determinación cromatográfica fluorimétrica para determinar los niveles de α-tocoferol 

en corteza cerebral.  

- Ensayo colorimétrico de los niveles de malondialdehído en corteza cerebral para evaluar 

la peroxidación lipídica.  

A continuación, se detalla el procedimiento seguido en cada una de estas pruebas. 

 

3.2.4 Determinación cromatográfica de la actividad tirosina hidroxilasa (síntesis de 

NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) in vivo 
 

La actividad in vivo de las enzimas tirosina hidroxilasa (TH; tirosina-3-monoxigenasa, EC 

1.14.16.2) y triptófano hidroxilasa (TPH; triptófano-5-monoxigenasa, EC1.14.16.4), enzimas 

limitantes de la síntesis de catecolaminas (dopamina y noradrenalina) y serotonina 

respectivamente, fue determinada midiendo de forma simultánea la acumulación de 3,4-

dihidroxifenilalanina (DOPA) y 5-hidroxitriptófano (5-HTP) en los 30 minutos siguientes a la 



Materiales y métodos 

73 

inhibición de la enzima descarboxilasa de L-aminoácidos aromáticos (figura 25) con una dosis 

efectiva máxima de NSD-1015 (100 mg/kg, i.p.). Este método de acumulación de precursores 

de la síntesis de monoaminas es el que se utiliza más comúnmente para valorar la hidroxilación 

de la tirosina y el triptófano in vivo (Carlsson et al., 1972; Nissbrandt et al., 1988).  

 

  

Figura 25. Esquema de la inhibición de la enzima descarboxilasa de aminoácidos aromáticos 

mediante el fármaco NSD-1015. 

 

La cantidad de DOPA y 5-HTP formada a partir de la hidroxilación de las enzimas 

endógenas TH y TPH fueron medidas mediante un equipo de cromatografía líquida de alta 

eficacia (HPLC) con detección electroquímica. De esta forma, se determinó la síntesis de 

DOPA/NA en el hipocampo (región rica en terminales noradrenérgicos) y la síntesis de 

DOPA/DA en el estriado (región rica en terminales dopaminérgicos). Se analizó también la 

síntesis de 5-HTP/5-HT mediada por la isoforma TPH-2 en el hipocampo y en el estriado, y la 

mediada por la TPH-1 en la glándula pineal, para comparar la modulación de ambas isoformas. 

Además, se cuantificaron simultáneamente la cantidad de los neurotransmisores NA, DA y 5-

HT en el tejido, así como los niveles de DOPAC y HVA (los cuales nos informan sobre el 

metabolismo de la DA en estriado) y los niveles de 5-HIAA (el cual nos proporciona 

información del metabolismo de la 5-HT en estriado, hipocampo y glándula pineal); sin 

embargo, este método cromatográfico no permitió determinar metabolitos de la NA.  
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3.2.4.1 Preparación de las muestras 

Para el procesamiento de las regiones de hipocampo y estriado, las muestras fueron pesadas 

(73.8±1.4 mg y 31.6±2.4 mg respectivamente) y colocadas individualmente en tubos de cristal 

fríos que contenían 1 ml de tampón de homogenización (HClO4 0.4 M, K2EDTA 0.01%, 

Na2S2O5 0.1%). A continuación, se utilizó un homogenizador de aspas Ultraturrax (tipo Tp 

18/10) a velocidad máxima durante 30 segundos. El homogenado se centrifugó a 40000 g 

durante 15 minutos a 4 ºC (centrífuga refrigerada Biocen 22R) y el sobrenadante se filtró con un 

filtro de jeringa de teflón de 0.45 μm de diámetro de poro (Millex®-LH; PTFE Hydrophilic) 

(Esteban et al., 2010a, b; Ramis et al., 2016, 2020, 2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018).  

Para el procesamiento de las glándulas pineales, cada una de las muestras fue colocada 

individualmente en tubos eppendorf fríos que contenían 120 μl del mismo tampón de 

homogenización. A continuación, fueron sonicadas (sonicador Vibra Cell 75185 130 Watt 

Ultrasonic Processor) durante 10 segundos, a una amplitud del 30%. El homogenado se 

centrifugó a 10000 g durante 15 minutos a 4 ºC (centrífuga refrigerada Biocen 22R) y el 

sobrenadante se filtró con un filtro de jeringa de teflón de 0.45 μm de diámetro de poro 

(Millex®-LH; PTFE Hydrophilic) (Moranta et al., 2014).  

Los sobrenadantes filtrados se congelaron a -80 ºC hasta el momento de su cuantificación 

por HPLC con detección electroquímica.  

 

3.2.4.2 Análisis cromatográfico 

El HPLC es un tipo de cromatografía en columna utilizada con fines analíticos cuantitativos. 

En el equipo de HPLC con elución isocrática, la muestra es inyectada en el seno de la fase 

móvil (eluyente de composición constante durante toda la cromatografía), donde es soluble, y es 

transportada a través de una fase estacionaria (columna) por el flujo continuo de la fase móvil a 

alta presión (Hernández, 2005) (figura 26). Así, los distintos componentes de la muestra van a ir 

interactuando tanto con la fase móvil como con la fase estacionaria y van a ir separándose en 

función de su polaridad mostrando diferentes tiempos de retención (tiempo transcurrido desde 

que el compuesto es inyectado hasta que alcanza el detector). En el HPLC en fase reversa, usado 

en el presente estudio, la fase estacionaria consiste en una matriz de sílica empaquetada que 

lleva unida covalentemente una cadena alquílica de carbonos. La fase más hidrofóbica es, en 

este caso, la fase estacionaria (apolar), eluyendo los compuestos hidrofílicos más rápidamente 

que los hidrofóbicos, que interaccionan con la fase estacionaria. A la salida de la columna se 

encuentra el detector que permite la identificación y la cuantificación de los diferentes 

componentes de la muestra separados en la columna. El detector electroquímico es un 

dispositivo que aplica un voltaje determinado con el que se consigue la oxidación de los 
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diferentes compuestos conforme salen de la columna. La corriente generada a partir de la 

oxidación es registrada y mediante un procesador de datos se representa la señal obtenida en un 

gráfico conocido como cromatograma. Cada uno de los componentes oxidados se representa 

gráficamente como una serie de picos que pueden identificarse gracias al tiempo de retención en 

la columna; además, cada uno de los picos puede cuantificarse por su altura o área con la ayuda 

de curvas de calibración realizadas previamente para cada compuesto.  

 

 

Figura 26. Esquema de los diferentes componentes del equipo de cromatografía líquida de alta 

eficacia (HPLC). 

 

En esta investigación, los niveles de los precursores (DOPA y 5-HTP), las monoaminas (DA, 

NA, 5-HT) y sus metabolitos (HVA, DOPAC, 5-HIAA) fueron determinados por HPLC en fase 

reversa con detector electroquímico (Waters). Para ello se inyectaron diferentes alícuotas de los 

sobrenadantes de los homogenados de las muestras cerebrales de estriado (alícuotas de 10 μl), 

hipocampo (alícuotas de 30 μl) y glándula pineal (alícuotas de 20 μl). Para separar los 

compuestos anteriormente citados se utilizó una columna en fase reversa Spherisorb S3 ODS1 

C18 (3 μm de tamaño de partícula, 4.6 mm x 10 cm; Waters) acoplada a una precolumna Tracer 

ODS2 C18 (2-5 μm de tamaño de partícula; Teknokroma). La fase móvil (KH2PO4 0.1 M, ácido 

octano sulfónico 2.1 M, K2EDTA 0.1 M, metanol 10-12% (v/v), pH ajustado a un rango de 

2.72-2.76 con H3PO4 85%) fue impulsada a un flujo de 0.8 ml/min por una bomba de doble 

pistón (Waters 1515 Isocratic HPLC pump). Los compuestos fueron detectados 

electroquímicamente manteniendo un potencial aplicado de +0.75 V frente al electrodo de 

referencia in situ (Ag/AgCl) (Waters 2465 electrochemical detector). La corriente producida era 

monitoriza utilizando una interfase tipo Waters busSAT/IN Module conectada a un ordenador en 
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el cual, gracias al software Empower Pro (Waters, Barcelona), se pudieron analizar las 

concentraciones de los diferentes compuestos (figura 27). 

 

Figura 27. Análisis cromatográfico representativo de uno de los estándar utilizados para la 

cuantificación de los picos obtenidos para cada uno de los componentes de estudio. En este cromatograma 

se identifican los siguientes compuestos por orden de aparición: NA, DOPA, DOPAC, DA, 5-HIAA, 5-

HTP, HVA y 5-HT (de menor a mayor tiempo de retención en columna).  

 

Las concentraciones de cada uno de los compuestos de estudio en las muestras fueron 

calculadas interpolando la altura del pico correspondiente con una curva estándar realizada 

diariamente para cada compuesto con patrones externos, usando el software Empower Pro 

(Waters). Los valores de los compuestos fueron corregidos en función del volumen inyectado en 

el HPLC para cada región, la dilución de las muestras (ocurrido durante el proceso de 

homogenización), así como el peso de cada una de las muestras homogenizadas. Los valores de 

los compuestos se expresaron en nanogranos por gramo de tejido húmedo (ng/g) para 

hipocampo y estriado; en el caso de las glándulas pineales, los valores de cada compuesto se 

expresaron como nanogranos por pineal (ng/ pineal) (Esteban et al., 2010a, b; Moranta et al., 

2014; Ramis et al., 2016, 2020, 2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018). 

 

3.2.5 Detección y cuantificación de la inmunoreactividad de proteínas mediante la 

técnica de western blot. 
 

La técnica del western blot es una técnica ampliamente utilizada para la detección e 

identificación de proteínas usando anticuerpos (figura 28). El proceso se realiza en varios pasos: 

separación electroforética de las proteínas presentes en la muestra según su peso molecular en 

geles de poliacrilamida con SDS (dodecil sulfato de sodio; CH3(CH2)10CH2=SO3
-
Na

+
), técnica 

conocida como SDS-PAGE (del inglés sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis) (Laëmmli, 1970); transferencia de las proteínas desde el gel a membranas de 

nitrocelulosa, soporte que une e inmoviliza las proteínas con el mismo patrón que presentaba el 

gel original; y la exposición de las membranas con una solución que contiene los anticuerpos 

que reconocen y se unen a la proteína de interés. Todo el proceso se llevó a cabo tal y como se 

describe en estudios previos (Álvaro-Bartolomé et al., 2010; García-Fuster et al., 2007, 2008; 

Keller y García-Sevilla, 2015). 
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Figura 28. Fotografía del material utilizado para la realización del western blot. 

 

3.2.5.1 Preparación de las muestras 

Para la detección y cuantificación de las distintas proteínas de estudio se procesaron los 

hipocampos de los animales sometidos a los diversos tratamientos con el protocolo descrito a 

continuación. También se procesaron cortezas cerebrales (zona parieto-occipital) de animales de 

4 meses para la caracterización de los anticuerpos utilizados.  

Las muestras de tejido (hipocampo o corteza) fueron pesadas (aproximadamente 80 mg - 150 

mg respectivamente), colocadas individualmente en tubos de cristal y homogenizadas con un 

homogenizador de aspas Ultraturrax (tipo Tp 18/10) en dos ciclos de 10 segundos al 80% de la 

velocidad máxima, en una proporción 1:15 peso/volumen de tampón de homogenización (50 

mM Tris-HCl con pH 6.8, 1 mM EDTA potásico, 2% SDS, con agua bidestilada) que contenía 

los siguientes inhibidores de proteasas (1%, Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich P8340): 

ABESF (1.04 mM), leupeptina (20 µM), E64 (14 µM), pepstatina A (15 μM), bestatina (40 µM) 

y aprotinina (0.8 μM); y los siguientes inhibidores de fosfatasas (1%, Phosphatase inhibitor 

cocktail 3, Sigma-Aldrich P0044, en concentración final 1% v/v): cantaridina, (-)-p-

bromolevamisole oxalato y caliculina A. Seguidamente las muestras se sometieron a sonicación 

(Sonifier 250) por pulsos (dos ciclos de 10 segundos) en frío y, tras agitarlas con vórtex, se 

separaron 50 μl del homogenado para realizar la determinación de proteínas de las muestras por 

el método del ácido bicinconínico (ver apartado “3.2.5.2 Determinación del contenido proteico 

de las muestras”); el resto del homogenizado se almacenó a -80 ºC hasta conocer su 

concentración proteica. Una vez conocida la concentración de proteínas, cada una de las 

muestras fue diluida con tampón de homogenización a fin de obtener una concentración de 

proteínas de 6 µg/µl. De este modo, al diluir 1:1 cada una de las muestras con el tampón de 

carga 2x (tampón de Laemmli; 100 mM Tris-HCl con pH 6.8, 3% SDS, 20% glicerol, 5% β-

mercaptoetanol, 0,1% azul de bromofenol, con agua bidestilada), se obtiene una concentración 

de proteínas final igual a 3 µg/µl. Una vez ajustada la concentración de proteínas de las 

muestras, se desnaturalizaron calentándolas durante 4 minutos a 95 °C y se almacenaron a -20 

°C hasta su posterior utilización. 
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3.2.5.2 Determinación del contenido proteico de las muestras. Método del ácido 

bicinconínico (BCA) 
 

Se trata de un método para la cuantificación de proteínas sencillo, rápido y muy sensible, el 

cuál además presenta una gran tolerancia a compuestos que afectan a otros métodos. Así, debido 

a la presencia del detergente aniónico SDS en las muestras, la determinación del contenido 

proteico se llevó a cabo utilizando el método del ácido bicinconínico (BCA, Protein Assay 

Reagent) que es compatible con una concentración de hasta un 1% de SDS (Smith et al., 1985). 

En este método las proteínas reaccionan a través del enlace peptídico con el ión cobre Cu2
+
 

reduciéndolo, en medio alcalino, a Cu
+ 

(reacción de Biuret). Dos moléculas de ácido 

bicinconínico reaccionan con una molécula de Cu
+
 para dar una coloración púrpura intensa al 

medio. Este complejo soluble en agua posee un máximo de absorbancia a una longitud de onda 

de 562 nm, por lo que la cantidad de proteína de cada muestra vendrá determinada por la 

intensidad de color púrpura emitida a 562 nm.  

Para conocer las concentraciones de proteínas de cada muestra, estos valores se determinaron 

frente a unos estándares de proteína albúmina bovina sérica (BSA, 1 µg/µl). Para ello se 

construyó una curva patrón a partir de diferentes diluciones de BSA de concentraciones 

conocidas en un rango de 0 a 0.7 µg/µl. Por otro lado, en tubos de ensayo se diluyeron 5 µl de 

muestra con agua bidestilada hasta completar un volumen de 100 µl. Las muestras se procesaron 

por triplicado y la recta patrón por duplicado. A continuación, se añadieron 2 ml del reactivo 

BCA compuesto por 50 volúmenes de reactivo A (carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, 

ácido bicinconínico y tartrato de sodio en solución de 0.2N NaOH) y un volumen de B (sulfato 

de cobre al 4%). Tras la agitación de los tubos se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en 

agitación constante y, posteriormente, se dejaron reposar a temperatura ambiente unos 5 

minutos. Finalmente, se midieron los valores de absorbancia en un espectrofotómetro 

(BioPhotometer) a 562 nm frente a un blanco de reactivo. El espectrofotómetro proporciona 

automáticamente los valores proteicos de las muestras al extrapolar sus absorbancias con las de 

la curva patrón mediante regresión no linear. 

 

3.2.5.3 Electroforesis 

Para la separación de las proteínas se utilizó la técnica de electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE.  

Los geles de poliacrilamida son soportes restrictivos que evitan la convección y minimizan la 

difusión, además de participar directamente en el proceso de separación de las muestras. Se 

preparan de modo que sus poros sean de un tamaño comparable al de las proteínas de manera 

que produzcan un efecto de tamizado molecular. Además, el SDS (presente tanto en el gel de 
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poliacrilamida como en el tampón de electroforesis) interacciona con la gran mayoría de las 

proteínas por absorción no específica, formando complejos con características comunes 

independientemente de la proteína que se trate (aproximadamente una molécula de SDS se une a 

cada dos residuos de aminoácidos; unos 1.4 g SDS/ g proteína). Como las moléculas de SDS 

proporcionan una carga negativa (debido a su grupo SO4
-
), las cargas propias de las proteínas 

quedan así enmascaradas o anuladas, con lo que los complejos proteína/SDS están cargados 

negativamente de forma uniforme. Asimismo, mediante el efecto del detergente SDS y del 

agente reductor β-mercaptoetanol, las proteínas quedan desnaturalizadas permitiendo la 

separación efectiva de las proteínas ya que se elimina el posible efecto de la conformación 

molecular en el desplazamiento de las proteínas por el gel. Así, las proteínas solo difieren en su 

longitud (acorde con el tamaño de cada proteína). De esta forma, en estas condiciones 

desnaturalizantes, la movilidad electroforética estará en función de la masa molecular de cada 

proteína ya que la carga es uniforme para todos los complejos proteína/SDS que, además, tienen 

la misma forma. La separación ocurre principalmente como resultado del tamizado molecular a 

través del gel, por lo que la concentración de acrilamida en el gel determinará el rango de 

separación de las proteínas (cuanto menor sea la masa mayor será su recorrido). El campo 

eléctrico al que se someten las proteínas durante la electroforesis suministra, sencillamente, la 

fuerza impulsora a través del tamizado molecular. El peso molecular de la proteína en estudio se 

determina comparando su movilidad electroforética con estándares de peso molecular conocido. 

Se utilizaron geles discontinuos de poliacrilamida en los que se pueden diferenciar dos 

zonas: un gel concentrador de muestras (stacking gel), no restrictivo, compuesto por 4% 

acrilamida/bisacrilamida, 166 mM Tris-HCl con pH 6.8, 0.1% SDS, 0.2% persulfato amónico y 

0.08% N,N,N,’,N’-tetrametiletilenodianmina (TEMED); y un gel de resolución o separación 

(running gel o resolving gel) compuesto por un 10% de acrilamida/bisacrilamida, 0.75 M Tris-

HCl con pH 8.8, 0.1% SDS, 0.05% persulfato amónico y 0.05% TEMED (figura 29). Las 

muestras fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 10% ya que las proteínas de interés de 

este estudio presentaban un peso molecular comprendido entre 42 y 110 kDa. Los geles tenían 

un tamaño de 7x10 cm con 1 mm de espesor. En el gel concentrador se introdujeron unos peines 

de teflón que formaron los 15 carriles donde se cargaron las distintas muestras. Excepto que se 

indique lo contrario en cada uno de los carriles se cargaron 13.5 μl de muestra (40 μg de 

proteína). Se reservó al menos uno de los carriles para cargar un marcador estándar coloreado 

(alícuotas de 3 µl), con unos pesos moleculares adecuados para la determinación e 

identificación de la banda electroforética correspondiente a la proteína de estudio. Se usó el 

marcador Prestained SDS-PAGE standard-broad-range (Precision Plus protein standars, all 

blue, Bio-Rad) constituido por 8 proteínas preteñidas con azul de bromofenol que abarca un 

rango de pesos moleculares comprendidos entre 6 y 200 kDa aproximadamente.  
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Una vez las muestras fueron cargadas en el gel de concentración se sometieron a una 

corriente continua de 80 voltios durante 20 minutos, y una vez dentro del gel de resolución la 

intensidad de la corriente se aumentó hasta 120 voltios. El tiempo aproximado de electroforesis 

fue de unos 90 min, dependiendo del peso molecular de la proteína a estudiar. El tampón de 

electroforesis en el que estaban inmersos los geles estaba compuesto por: 25 mM Tris base, 0.2 

M glicina y 0.1% de SDS, con un pH de 8.5-8.6. 

 

 

Figura 29. Esquema de un dispositivo para SDS-PAGE, en el aparece el gel concentrador de la 

muestra (stacking gel) y el gel de resolución o separación (running gel o resolving gel). 

 

 
Figura 30. Esquema representativo de los elementos de la electrotransferencia. Se ponen en contacto 

el gel de poliacrilamida con la membrana de nitrocelulosa, emparedados entre 2-3 filtros Whatman y 

esponjas compresoras, todo ello sujeto por un armazón de plástico. 

 

 

3.2.5.4 Electrotransferencia (western blot) e inmunodetección de las proteínas diana 

 

Tras la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa con 

un diámetro de poro de 0.45 μm (Amersham), un medio más estable y rígido que replicará el 
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patrón de separación de proteínas del gel. El proceso de transferencia del gel a la membrana se 

realiza aplicando un campo eléctrico perpendicular al plano del gel, proceso conocido como 

western blot. Una vez en la membrana, las proteínas están accesibles (lo que no ocurre en el gel) 

para interaccionar con otras moléculas que permitan su identificación tales como los 

anticuerpos, técnica que recibe el nombre de immunoblotting. Esta técnica se basa en la 

capacidad que poseen los anticuerpos en reconocer de forma específica determinadas proteínas 

que actúan como antígenos. Es necesario poseer anticuerpos monoclonales o policlonales 

capaces de reconocer epítopos de antígenos desnaturalizados. Los anticuerpos se unen al 

epítopo mediante fuerzas de atracción no covalentes (puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der 

Waals, interacciones iónicas e hidrofóbicas), de modo que el complejo antígeno-anticuerpo está 

en constante equilibrio con formas libres de ambos componentes. 

Para realizar la electrotransferencia, el gel y la membrana de nitrocelulosa se colocan 

emparedados entre un conjunto de hojas de papel de filtro Whatman (3 mm) y en la parte más 

externa unas esponjas, sujeto por un armazón de plástico, y sumergido en el tampón de 

transferencia (25 mM Tris-HCl con pH 8.4, 60 mM glicina, 20% metanol) (figura 30). Hay que 

garantizar el correcto contacto entre el gel y la membrana de nitrocelulosa para eliminar 

cualquier burbuja que pueda haberse formado, la cual impediría el correcto proceso de 

transferencia. La transferencia se realizó a 110 voltios durante dos horas y media 

aproximadamente, manteniendo la cubeta de transferencia a unos 4 °C durante todo el proceso. 

Al finalizar la transferencia, se extrajeron las membranas del cassette de transferencia y se 

lavaron para eliminar el exceso de metanol durante 5 minutos con un tampón TBS (compuesto 

por: 20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, pH 7.6). Posteriormente, las membranas de nitrocelulosa 

fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente en una solución bloqueadora que 

consistió en tampón TBS que contenía un 10% de leche en polvo desnatada y 0.1% Tween-20 

(monolaurato de polioxietilen(20)-sorbitano, detergente que ayuda a eliminar el ruido de fondo 

de la membrana). Las proteínas inertes de la solución bloqueadora se unen inespecíficamente a 

todas las porciones de membrana que no han adsorbido proteínas procedentes del gel tras la 

electrotransferencia. Este bloqueo evita la unión inespecífica de los anticuerpos a la membrana e 

incrementa la probabilidad de que solo se unan a sus respectivos antígenos. Tras el bloqueo, las 

membranas se lavaron 3 veces durante 5 minutos en tampón TBS-Tween (TBS con 0.1% de 

Tween-20).  

El método de detección utilizado en estos experimentos es el método indirecto. Tras el 

bloqueo de las uniones inespecíficas, las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con el 

anticuerpo primario de cada proteína a analizar. Para ello, las membranas, una vez lavadas, se 

incubaron toda la noche a 4 ºC con una suave y continua agitación con una solución 
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bloqueadora (5% leche en polvo y 0.5% BSA en tampón TBS-Tween) que contenía el 

correspondiente anticuerpo primario (ver apartado “3.1.3 Anticuerpos”). 

Tras tres lavados de 5 minutos en agitación con TBS-Tween, las membranas se incubaron 

durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario adecuado para que 

reconozca de forma específica el anticuerpo primario utilizado. Este anticuerpo secundario se 

obtiene contra inmunoglobulinas de la especie animal en la cual se ha obtenido el anticuerpo 

primario. Los anticuerpos secundarios utilizados en estos experimentos reconocen 

inmunoglobulinas de conejo o de ratón (en función del primario utilizado). Además, los 

anticuerpos secundarios se encuentran conjugados covalentemente a un sistema de detección 

que en este caso fue un sistema enzimático (concretamente a la peroxidasa de rábano, HRP), el 

cual al reaccionar con un substrato específico produce una señal cuantificable (señal 

quimioluminiscente). Nuevamente se lavaron las membranas 3 veces con TBS-Tween (5 min/ 

lavado), tras lo que se procedió a la detección y cuantificación de la inmunoreactividad 

mediante un sistema de electroquimioluminiscencia amplificada. 

En el caso del control de carga en cada experimento, evaluado mediante la cuantificación del 

contenido de β-actina, se usaron las mismas membranas que las utilizadas para los otros 

anticuerpos. Para poder usar las mismas membranas se utilizó la técnica conocida con el nombre 

de stripping immunoblot (Boronat et al., 2001), la cual permite eliminar el sistema de detección 

inmunológico utilizado previamente (eliminación de los anticuerpos primarios y secundarios 

fijados a las proteínas de la membrana) y así poder reutilizar las membranas para la detección de 

otras proteínas. Para ello, las membranas se rehidrataron y lavaron con tampón TBS-Tween (3 

lavados de unos 8 minutos/lavado) y a continuación se pusieron durante 30 minutos a 50 ºC en 

agitación (Unitronic OR) en el tampón de stripping (62.5 mM Tris-HCl con pH 6.8, 100 mM β-

mercaptoetanol, 2% SDS). Tras sucesivos lavados con tampón TBS-Tween, unos 5 lavados de 

unos 8 minutos hasta eliminar completamente el tampón de stripping, se continuó con el 

bloqueo de uniones inespecíficas mediante una solución bloqueadora (10% leche en polvo 

desnatada en tampón TBS-Tween). Seguidamente se procedió a re-incubar las membranas 

(reprobing) con los anticuerpos primarios y secundarios adecuados (ver apartado “3.1.3 

Anticuerpos”) para conseguir la inmunodetección de la proteína de interés.  

 

3.2.5.5 Sistema de detección  

La inmunoreactividad de las proteínas fue detectada mediante un sistema de 

quimioluminiscencia amplificada (ECL, Enhanced chemiluminicence, Amersham). Es un 

sistema de elevada sensibilidad y resolución basado en la emisión de luz no radioactiva para la 

detección de antígenos específicos inmovilizados, directa o indirectamente, en una membrana 

de nitrocelulosa, con anticuerpos secundarios marcados con HRP. Uno de los principales 
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componentes de estos reactivos es el luminol (C8H7N3O2). La enzima HRP que lleva unido el 

anticuerpo secundario cataliza la reacción de oxidación del luminol (diacilhidracida cíclica) en 

presencia de peróxido de hidrógeno (figura 31). Tras esta reacción de oxidación el luminol pasa 

a un estado de alta energía que es inestable y para volver a su estado basal libera la energía 

sobrante en forma de luz. La presencia de ciertos productos químicos llamados potenciadores 

(como por ejemplo los fenoles), incluidos en los reactivos ECL, son capaces de amplificar más 

de cien veces la intensidad de esta luz emitida y además aumentan el tiempo de emisión de ésta.  

 

 
Figura 31. Sistema de detección de proteínas por quimioluminiscencia utilizando el sistema ECL. 

Las membranas de nitrocelulosa son incubadas primero con el anticuerpo primario y seguidamente con el 

anticuerpo secundario, el cual tiene conjugado la enzima peroxidasa de rábano (HRP). La luz emitida por 

quimioluminiscencia es detectada al incubar las membranas con los reactivos ECL y exponerlas a una 

película fotográfica. 

 

Para ello, las membranas de nitrocelulosa se incubaron durante 2 minutos a temperatura 

ambiente con los reactivos de ECL (Amersham) en proporción 1:1 en agitación constante. 

Posteriormente las membranas se secaron con suavidad, se envolvieron en film transparente y se 

colocaron en un cassette (Hypercassette
TM

, Amersham), el cual permite que las membranas 

estén en estrecho contacto con la película fotográfica (Hyperfilm, Amersham) donde se recogerá 

la imagen. La señal quimioluminiscente emitida por este sistema llega a un máximo de 

intensidad entre los primeros 5-20 minutos y posteriormente decae lentamente con una semivida 

de emisión de unos 60 minutos (figura 32). La luz emitida a 428 nm puede ser detectada al 

poner en contacto la membrana de nitrocelulosa (previamente incubada durante dos minutos en 

agitación con los reactivos de ECL) con una película fotográfica sensible a la luz azul 

(Hyperfilm, Amersham), durante un periodo de tiempo variable. En el caso de los experimentos 

presentados en este trabajo el tiempo de exposición fue distinto dependiendo de la proteína a 

determinar y los anticuerpos utilizados; entre 10 segundos (por ejemplo, para el caso del control 

de carga de β-actina) y 15 minutos (en el caso de la proteína RbAp48/46). 
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Figura 32. Reacción de oxidación del luminol por acción del peróxido de hidrógeno y catalizado por 

la peroxidasa de rábano. La luz producida por este sistema llega a un máximo de emisión entre los 5-20 

minutos y decae lentamente con una semivida de 1 hora. 

 

3.2.5.6 Cuantificación fotodensitométrica  

Una vez revelada la película fotográfica (film), la cuantificación de los autorradiogramas se 

llevó a cabo mediante un escáner con densitómetro. Para ello, se digitaliza la imagen del film 

mediante un escáner GS-800 (Bio-Rad), conectado a un ordenador que contiene el programa 

QuantityOne (Bio-Rad), el cual permite la cuantificación de la intensidad de cada una de las 

bandas, obteniendo así un valor de densidad óptica integrada (DOI) para cada muestra que 

resulta de la suma de píxels que forman la banda inmunoreactiva. Un píxel es un punto definido 

por las coordenadas (x, y, z), donde (x) e (y) son los ejes perpendiculares que sitúan al punto en 

un plano, y (z) el eje perpendicular a dicho plano que representa la intensidad del punto dentro 

de una escala de grises de 256 tonalidades. 

Además, en los geles también se cargó un marcador molecular (Prestained SDS-PAGE 

standard-broad-range, Bio-Rad), que permitió determinar los pesos moleculares de las distintas 

bandas observadas en los autorradiogramas.  

La cantidad de proteína diana en el hipocampo de ratas sometidas a los distintos tratamientos 

fue comparada en el mismo gel con el de ratas de su respectivo grupo control. Los experimentos 

se realizaron cargando alrededor de 40 μg de proteína que entraba en el rango de linealidad para 

la inmunodetección de las diferentes proteínas. La cuantificación de cada muestra se realizó al 

menos 3 veces en diferentes geles, cada gel cargado con muestras cerebrales tanto de ratas de un 

determinado tratamiento como de su correspondiente grupo control (incluyendo a animales 

jóvenes y a animales de su misma edad). Finalmente, se calculó la variación en la 

inmunoreactividad de cada rata (variación de la DOI de cada muestra) sometida a cada 

tratamiento específico respecto a las muestras control de animales jóvenes (100%) en distintos 

geles, usándose el valor medio como la estimación final. 

En los experimentos de western blot se deben tener en cuenta varios factores para poder 

realizar los análisis cuantitativos. Por una parte debe comprobarse que la carga de proteínas en 
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cada uno de los pocillos del gel es equivalente. Para este fin, se debe cuantificar una proteína 

estructural abundante cuya densidad no se vea afectada significativamente por ningún 

tratamiento; en este caso la proteína de elección fue la β-actina. La segunda cuestión es relativa 

al propio anticuerpo de la proteína que desea cuantificarse. En la mayoría de los casos el 

marcaje de las membranas revela la presencia de numerosas bandas inmunorreactivas, por lo 

que debe identificarse correctamente la banda correspondiente a la proteína de interés. En la 

figura 33 se muestran dos inmunoblots representativos para β-actina y SIRT1 en muestras de 

corteza cerebral de rata (como referencia se han identificado las posiciones de los marcadores de 

peso molecular en un lateral). El anticuerpo monoclonal utilizado para la identificación de la β-

actina revela la presencia de una única banda con un peso molecular compatible con los 42 kDa 

correspondientes a la β-actina. El anticuerpo policlonal contra la SIRT1 revela en este tejido tres 

bandas nítidas inmunorreactivas con pesos moleculares cercanos a 100, 75 y 50 kDa. De estas 

tres bandas, la correspondiente a la proteína SIRT1 sería la superior, puesto que la proteína 

SIRT1 tiene un peso molecular de 110 kDa, siendo esta banda la que se cuantificaría para el 

estudio.  

 

Figura 33. Inmunoblots representativos de β-actina y SIRT1. A la derecha se muestra el inmunoblot 

correspondiente a la SIRT1, en el que la banda que nos interesa es la de mayor peso molecular (110 

kDA). A la izquierda está el inmunoblot de la β-actina, con una única banda correspondiente a la banda 

de interés (42 kDa). En la imagen aparecen las localizaciones de los marcadores de peso molecular, los 

cuales nos permiten identificar cada banda. 

 

Además, la intensidad de la señal inmunorreactiva correspondiente a cada una de las bandas 

es medida en función de la DOI cuantificada sobre el film, como se ha indicado anteriormente. 

La película fotográfica es sensible a la luz y el grado de impresión es proporcional a la luz 

emitida durante la reacción quimioluminiscente dentro de un cierto rango (hace falta un mínimo 

de luz para que comience a impresionarse la película y llegado a un determinado punto la 

película se satura y no puede incrementarse más la impresión). Debido a ello, es importante 

utilizar una concentración de proteína que esté dentro del rango de linealidad del sistema de 

detección. La linealidad de la DOI de cada anticuerpo frente a la concentración de proteína total 

fue comprobada en un rango comprendido entre 10 y 60 μg (usando al menos 5 puntos de 

diferentes contenidos proteicos) para cada anticuerpo; así se asegura poder detectar tanto 



Materiales y métodos 

86 

incrementos como reducciones en la concentración de la proteína de interés, sin pérdida de la 

proporcionalidad. En la figura 34 se muestra el resultado del análisis densitométrico del 

experimento en el cual se cargaron distintas concentraciones crecientes de proteína (10.4, 19.9, 

29.6, 40.0, 49.5, 59.3 µg) de una misma muestra (corteza cerebral de rata). En el análisis 

densitométrico de las bandas, obtenidas tras el inmunoblot con cada uno de los anticuerpos 

específicos para las proteínas de estudio, se puede observar como existe una relación lineal entre 

la cantidad de proteína (µg) cargada en el gel y la DOI en todo el rango de proteína utilizado.  

 

 

 

Figura 34. Representación gráfica de la densidad óptica integrada obtenida frente a la cantidad de 

proteína cargada en el gel para cada una de las proteínas de estudio, incluyendo SIRT1, NF-B total, 

RbAp48/46 y β-actina. Los valores fueron obtenidos mediante el análisis con el programa Quantity One 

de las bandas obtenidas en los geles. En todos los casos se puede observar un coeficiente de linealidad 

superior a r
2
 > 0.979. 

 

También se debe tener en cuenta que para poder analizar las monoaminas cerebrales todos 

los animales recibieron una dosis del fármaco NSD-1015 (100 mg/kg; 30 minutos antes del 

sacrificio). Es por ello que es necesario corroborar si este fármaco podría inducir algún cambio 

en la determinación y cuantificación de las proteínas de estudio. Para este fin se analizaron 
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muestras de hipocampo de animales jóvenes (n=6) tratados con suero salino (1 ml/kg, i.p.) o con 

NSD-1015 (100 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes del sacrificio. La figura 35 muestra como el 

fármaco NSD-1015 no indujo ninguna diferencia significativa en las diversas proteínas de 

interés.  

 

 

 

Figura 35. Efecto del fármaco NSD-1015 en cada una de las proteínas de estudio. Se analiza el efecto 

del fármaco NSD-1015 (100 mg/kg, i.p., n=3) frente a la administración de suero salino (1 ml/kg, i.p., 

n=3), administrado a animales jóvenes 30 minutos antes del sacrificio, en cada una de las proteínas 

incluyendo SIRT1, NF-B total y RbAp48/46. Las barras representan el promedio ± error estándar de los 

valores obtenidos mediante el análisis con el programa Quantity One de las bandas tras la incubación de 

cada proteína y el revelado de los geles (t-test de Student no detecta diferencias significativas entre los 

dos grupos). 

 

3.2.6 Determinación de los niveles cerebrales de α-tocoferol y ensayo de peroxidación 

lipídica (análisis de los niveles de malondialdehído) 

En los tratamientos realizados con el antioxidante α-tocoferol, además de los análisis 

descritos anteriormente (incluyendo la batería de pruebas comportamentales (apartado 3.2.2), el 

análisis de monoaminas cerebrales mediante HPLC (apartado 3.2.4) y la determinación de 

proteínas de interés mediante western blot (apartado 3.2.5)), se realizó la determinación de los 

niveles cerebrales de α-tocoferol y un ensayo de peroxidación lipídica analizando los niveles de 

malondialdehído (MDA). Los protocolos correspondientes son los siguientes: 

 

• Determinación de los niveles cerebrales de α-tocoferol: las muestras cerebrales (corteza 

parieto-occipital) fueron pesadas (aproximadamente 60 mg) y homogenizadas en tampón Tris-

HCl 10 mM (pH 7.4) en una proporción 1:10 durante 20 segundos (homogenizador Ultraturrax 

tipo Tp 18/10, a velocidad máxima). A continuación, se sonicaron durante 10 segundos 

(sonicador Vibra-Cell 75185 130 Watt Ultrasonic Processor, amplitud 30 %). Para la extracción 

del α-tocoferol se cogieron 250 µl del homogenado y se pasaron a un tubo de cristal, 

añadiéndose 250 µl de H2O miliQ, 500 µl de etanol con BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-
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methylphenol) 0.02% y 2 ml de hexano. Se agitó con vórtex durante 1 minuto y se centrifugó a 

2000 g durante 5 minutos a 4 ºC (centrífuga refrigerada Biocen 22R). Se recogió el 

sobrenadante y se pasó a otro tubo de cristal para evaporar el hexano con un evaporador con 

corriente de argón durante 10-15 minutos. Seguidamente se resuspendió el precipitado con 200 

µl de etanol + BHT 0.02% agitándolo con vórtex durante 30 segundos. Finalmente se filtraron 

con un filtro de jeringa de teflón de 0,45 μm de diámetro de poro (Millex®-LH; PTFE 

Hydrophilic) y las muestras filtradas se congelaron a -80 ºC hasta el momento de su 

cuantificación por HPLC con detección fluorimétrica (Tejada et al., 2006). Para determinar los 

niveles de α-tocoferol en las muestras se utilizó una columna NovaPack (C18, 3.9x150 mm, 

Waters), a una temperatura de 12-14 ºC. La fase móvil (acetonitrilo:tetrahidrofurano:H2O a una 

proporción 550:370:80 ml) fue impulsada a un flujo de 1 ml/min por una bomba de doble pistón 

tipo Waters 600 controller. Las condiciones del fluorímetro fueron: excitación a 298 nm y 

emisión a 328 nm, obteniéndose un tiempo de retención en columna de 3.83±0.05 minutos. El 

análisis de los cromatogramas se realizó mediante el programa Empower Pro (Waters) y el α-

tocoferol fue cuantificado comparando con un estándar de concentración conocida. Los 

resultados fueron expresados como pmol por mg de proteína (Ramis et al., 2016).  

 

• Ensayo de peroxidación lipídica, análisis de los niveles de malondialdehído: el MDA es un 

compuesto ampliamente usado como marcador de peroxidación lipídica, permitiendo analizar el 

estado de peroxidación mediante un ensayo colorimétrico gracias a la reacción de este 

compuesto con 1-metil-2-fenilindol. Para la realización del ensayo colorimétrico primero se 

preparó la dilución de 1-metil-2-fenilindol (10.3 mM) en acetonitrilo:metanol (3:1). A 

continuación, partiendo del mismo homogenado que en el caso de la determinación de α-

tocoferol, se cogieron 350 µl del homogenado, se pasaron a un tubo eppendorf y se 

centrifugaron a 9000 g durante 10 minutos a 4 ºC (centrífuga Biocen 22R). Seguidamente se 

cogieron 200 µl del sobrenadante y se pasaron a otro tubo eppendorf, al que también se añadió 

240 µl de la dilución de 1-metil-2-fenilindol. Después de agitar con vórtex durante 3-4 segundos 

se añadieron 60 µl de HCL (12N), volviendo a agitar con vórtex unos segundos más, 

incubándose después las muestras durante 1 hora a 45 ºC en agitación. Pasado este tiempo, las 

muestras se enfriaron en hielo durante unos 10 minutos y se volvieron a centrifugar a 15000 g 

durante 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante fue usado para medir la absorbancia a 586 nm 

(Tejada et al., 2007). Los niveles de MDA fueron cuantificados comparando con un estándar de 

concentración conocida al que se realizó el mismo procedimiento que las muestras. Los 

resultados de MDA fueron expresados como pmol por mg de proteína (Ramis et al., 2016). 
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3.2.7 Análisis estadístico de los resultados  

Todas las series de datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism
TM

, versión 5.0 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Los resultados son expresados como 

promedio ± error estándar de la media. En todos los casos se consideró como estadísticamente 

significativo un nivel mínimo de probabilidad (p) igual o inferior a 0.05.  

El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante los siguientes análisis: t-test de 

Student (para comparar una misma variable en dos grupos experimentales); análisis de la 

varianza (ANOVA) de un factor (para comparar una misma variable en más de dos grupos de 

animales) y de dos factores (para comparar dos variables en más de dos grupos experimentales), 

seguidos por un post-test Bonferroni. En el test de reconocimiento de objeto nuevo en algunos 

tratamientos se ha utilizado el test ANOVA de tres factores, debido a la participación de tres 

variables (objeto, tratamiento y duración), seguido por un test de Fisher PLSD. 
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4.1 Efectos del envejecimiento sobre las habilidades cognitivas y motoras, 

la actividad de las enzimas TH y TPH y las proteínas SIRT1, NF-κB y 

RbAp48/46 en el cerebro de rata 
 

El proceso de envejecimiento está asociado con el deterioro de diversas habilidades 

cognitivas y motoras, así como con la reducción de la actividad de enzimas relacionadas con 

estas funciones. En este apartado se quieren mostrar los efectos del envejecimiento sobre cada 

una de las variables analizadas en la presente investigación. Se presentan los resultados 

obtenidos con animales jóvenes (3 meses), adultos (10 meses) y viejos (20 meses), a fin de 

poder compararlos y observar los cambios asociados a la edad. En apartados posteriores se 

mostrarán los efectos de diversos tratamientos sobre animales viejos, por lo que se compararán 

los efectos respecto a animales viejos control.  

 

4.1.1 Efectos conductuales del envejecimiento 

En esta sección aparecen los resultados del estudio del efecto del envejecimiento sobre la 

memoria de trabajo espacial, el aprendizaje visoespacial y la memoria episódica. Además, se 

analizó el efecto de la edad sobre la coordinación motora. 

 

4.1.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 

La memoria de trabajo espacial, analizada mediante el test del laberinto radial en animales de 

distintas edades, empeoró significativamente con el envejecimiento (figura 36). Se encontraron 

diferencias significativas entre los tres grupos de animales respecto del tiempo necesario para 

completar la prueba (F(2,27)=22.3, p<0.0001), el número de errores (F(2,27)=13.1, p=0.0001) y la 

distancia recorrida (F(2,27)=5.38, p=0.0108). 
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Figura 36. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la memoria de trabajo espacial 

mediante el test del laberinto radial. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo 

necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia recorrida (C) de animales 

jóvenes (n=10; 3 meses), adultos (n=10; 10 meses) y viejos (n=10; 20 meses). *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 al comparar con el grupo de animales jóvenes; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01 al comparar animales 

adultos con animales viejos (ANOVA de un factor, seguido del test de Bonferroni).  
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Así, los animales jóvenes realizaron el test de forma más eficiente, mientras que los animales 

adultos requirieron más tiempo para finalizar la prueba (incremento del 43%, p<0.05; figura 

36A), cometieron más errores (63%, p<0.05; figura 36B) y recorrieron más distancia (19%, 

p>0.05; figura 36C). Estas diferencias se incrementaron aún más en los animales viejos; en 

comparación a los jóvenes, los viejos aumentaron el tiempo (108%, p<0.001), los errores 

(126%, p<0.001) y la distancia (29%, p<0.01).  

 

El efecto del envejecimiento sobre la capacidad de aprendizaje visoespacial fue analizado 

mediante el laberinto de Barnes. En estos ensayos se evaluó el tiempo necesario para que los 

animales localicen la caja de escape (latencia) y el número de errores cometidos (figura 37). 

Para cada uno de ellos se consideraron dos factores, la edad de los animales y cada uno de los 

entrenamientos, mediante el análisis de la varianza (ANOVA de dos factores). Los resultados 

indicaron que la latencia se ve afectada de forma significativa por la edad (F(2,60)=9.71, 

p=0.0002) y el entrenamiento (F(3,60)=12.9, p<0.0001), así como por la interacción de ambos 

factores (F(6,60)=2.59, p=0.0267). De modo semejante, los errores cometidos durante la prueba se 

ven afectados por la edad (F(2,60)=7.86, p=0.0009) y el entrenamiento (F(3,60)=5.61, p=0.0018), 

pero no por su interacción (F(6,60)=0.669, p=0.6747).  
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Figura 37. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la capacidad de aprendizaje 

visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes. Los puntos representan el valor promedio ± error 

estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test de Barnes en los distintos 

entrenos y el test de animales jóvenes (n=6; 3 meses), adultos (n=6, 10 meses) y viejos (n=6; 20 meses). 

Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % respecto el total sumando los 3 

entrenamientos y el test (C). **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo de animales jóvenes; 
#
p<0.05 al comparar animales adultos con animales viejos (A, B: ANOVA de dos factores, seguido del 

test de Bonferroni). 

 

En el primer entrenamiento los animales adultos tardaron más en resolver el laberinto (1.7 

veces, p>0.05; figura 37A) y cometieron más errores (2.13 veces, p>0.05; figura 37B) que los 

jóvenes, lo que indica que los animales jóvenes recuerdan mejor la localización de la caja de 

escape o target aprendida el día anterior durante la fase de familiarización. En los animales 

viejos estas diferencias fueron más acusadas (latencia: aumento de 2.7 veces, p<0.001; errores 

realizados: 3.13 veces, p<0.01). En cuanto a las estrategias seguidas para localizar la caja de 
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escape, la estrategia más eficiente es la directa, seguida de la seriada y la menos eficiente es la 

aleatoria. Como puede observarse en la figura 37C, los animales jóvenes siguen principalmente 

las estrategias directa y seriada, mientras que con el envejecimiento se disminuye el uso de la 

estrategia directa y se incrementa la aleatoria. 

 

4.1.1.2 Memoria episódica 

La memoria episódica se analizó mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. 

Durante la fase de familiarización (figura 38A) se contabiliza el tiempo de exploración de dos 

objetos idénticos. El ANOVA de dos factores no mostró diferencias significativas respecto al 

tiempo de exploración de ambos objetos, es decir que los animales no muestran preferencia por 

ninguno de ellos (F(1,54)=0.0285, p=0.8666). Asimismo, el tiempo de exploración está 

influenciado por la edad de los animales (F(2,54)=77.2, p<0.0001), mostrándose una disminución 

progresiva de la exploración de los objetos (figura 38A) con la edad (reducción del 42% en 

animales adultos (p<0.001) y del 61% en viejos (p<0.001) en comparación a los jóvenes). Por 

otra parte, no se detectó una interacción de los dos factores analizados (F(2,54)=0.266, p=0.7675).  
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Figura 38. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la memoria episódica mediante el 

test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo 

de exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 1, objeto 1; 2, objeto 2) y 

la fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar), así como la diferencia del tiempo de exploración 

entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test (C) de animales jóvenes (n=10, 3 meses), adultos 

(n=10, 10 meses) y viejos (n=10; 20 meses). **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con animales jóvenes; 
#
p<0.05 al comparar animales adultos y viejos; 

●
p<0.05, 

●●
p<0.01 al comparar los tiempos de los 

correspondientes objeto nuevo y objeto familiar (A, B: ANOVA de dos factores, seguido por el test de 

Bonferroni; C: ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 

 

En la fase de test (figura 38B), en la cual se compara el tiempo de exploración del objeto 

familiar (objeto de las mismas características que en la fase de familiarización) y el objeto 

nuevo (objeto de características diferentes a las de la fase de familiarización), se puede observar 

cómo los animales mostraron una preferencia por explorar el objeto nuevo (F(1,54)=29.7, 

p<0.0001). Asimismo, la capacidad exploratoria dependió de la edad (F(2,54)=11.3, p<0.0001) y 

de la interacción ambos factores (F(2,54)=5.59, p=0.0062). Los animales jóvenes son los que 
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tienen una mayor capacidad discriminatoria entre el objeto nuevo y el objeto familiar (diferencia 

del tiempo de exploración del objeto nuevo y el objeto familiar del 54%, p<0.01). Esta 

capacidad va disminuyendo con la edad, siendo menor en los animales adultos (diferencia del 

42%, p<0.05) y llegando a no detectarse ya una diferencia significativa entre el tiempo de 

exploración de los dos objetos en los animales viejos. En relación a lo comentado 

anteriormente, se detectaron cambios significativos en la diferencia del tiempo de exploración 

del objeto nuevo menos el del familiar en la fase de test (figura 38C) entre los 3 grupos de 

animales (F(2,27)=20.5, p<0.0001). Así, la diferencia del tiempo de exploración entre los objetos 

se reduce a la mitad (p<0.01) en los animales adultos y es 6 veces inferior (p<0.001) en los 

animales viejos en comparación a los jóvenes. 

 

4.1.1.3 Coordinación motora 

La coordinación motora se analizó mediante el test del rotarod (figura 39). Tras la fase de 

habituación a la rueda giratoria (a velocidad constante de 4 rpm), en la fase de test se aplica una 

aceleración (de 4 a 40 rpm en 60 segundos) y se registra el tiempo de permanencia. El análisis 

estadístico muestra una disminución significativa del tiempo de permanencia con la edad 

(F(2,27)=3.37, p=0.0492). Los animales jóvenes permanecieron más tiempo sobre la rueda 

giratoria antes de caer (con un promedio de 40.6±1.62 segundos) y alcanzaron la mayor 

velocidad (29.3±1.03 rpm), mientras que los animales viejos redujeron el tiempo de 

permanencia (24%, p<0.05) y alcanzaron una velocidad máxima de 22.6±1.3 rpm. 

 

Figura 39. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas 

sobre la coordinación motora analizada mediante el test del 

rotarod. Las barras representan el promedio ± error estándar 

del tiempo de permanencia sobre la rueda giratoria de animales 

jóvenes (n=10; 3 meses) adultos (n=10; 10 meses) y viejos 

(n=10; 20 meses). *p<0.05 al comparar con animales jóvenes 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

 

4.1.2 Efectos del envejecimiento sobre las actividades tirosina hidroxilasa (síntesis de 

NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales in vivo 
 

En esta sección se muestran los efectos del envejecimiento sobre la actividad de las enzimas 

limitantes de la síntesis de catecolaminas (tirosina hidroxilasa, TH) e indolaminas (triptófano 

hidroxilasa, TPH), al cuantificar la acumulación de DOPA y 5-HTP respectivamente (como se 

explica en el apartado “3.2.4 Determinación cromatográfica”). También se cuantificaron los 

neurotransmisores DA, NA y 5-HT, así como los metabolitos HVA, DOPAC y 5-HIAA en 

extractos cerebrales mediante HPLC con detección electroquímica. 
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4.1.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en 

el estriado  
 

En el hipocampo, se pudo observar una reducción progresiva (figura 40) de la acumulación 

de DOPA con la edad (F(2,15)=39.6, p<0.0001), lo que indica una disminución de la actividad de 

la enzima TH, asociándose a una reducción del contenido de NA (F(2,15)=39.1, p<0.0001). Los 

animales jóvenes son los que presentan mayores niveles de DOPA y NA hipocampal, mientras 

que en animales adultos se observa una reducción moderada de DOPA (19%, p<0.05; figura 

40A) y NA (15%, p<0.05; figura 40B), que se hace mucho más apreciable en animales viejos 

(DOPA: disminución del 57%, p<0.001; NA: 48%, p<0.001). 
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Figura 40. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la actividad de la enzima TH en el 

hipocampo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (tras 

inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A) y de los niveles de NA (B) 

en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales jóvenes (n=6; 3 meses), adultos (n=6, 10 

meses) y viejos (n=6; 20 meses). *p<0.05, ***p<0.001 al comparar con animales jóvenes; 
###

p<0.001 al 

comparar adultos y viejos (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

De modo semejante, en el estriado también se observó una disminución significativa de la 

actividad de la enzima TH con el envejecimiento (figura 41), asociado a una menor 

acumulación de DOPA (F(2,15)=134, p<0.0001) y del contenido de DA (F(2,15)=111, p<0.0001), 

así como de los metabolitos HVA (F(2,15)=27.5, p<0.0001) y DOPAC (F(2,15)=16.9, p<0.0001). 

Los animales jóvenes son los que presentan mayores niveles, mientras que los animales adultos 

muestran una reducción de DOPA (30%, p<0.001; figura 41A), DA (20%, p<0.001; figura 41B) 

y sus correspondientes metabolitos HVA (26%, p<0.001; figura 41C) y DOPAC (13%, p>0.05; 

figura 41D). En animales viejos estas reducciones se hacen más patentes respecto a los jóvenes, 

tanto en DOPA (74%, p<0.001), DA (57%, p<0.001), HVA (41%, p<0.001), como en DOPAC 

(50%, p<0.001).  
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Figura 41. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la actividad de la enzima TH en el 

estriado. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (A), los 

niveles de DA (B) y sus metabolitos HVA (C) y DOPAC (D) en extractos procedentes del estriado (ng/g) 

de animales jóvenes (n=6; 3 meses), adultos (n=6, 10 meses) y viejos (n=6; 20 meses). ***p<0.01 al 

comparar con animales jóvenes; 
##

p<0.01, 
###

p<0.001 al comparar animales adultos y viejos (ANOVA de 

un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.1.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, el 

estriado y la glándula pineal 
 

En el hipocampo, se observó una disminución significativa de la acumulación de 5-HTP con 

la edad (F(2,15)=36.1, p<0.0001; figura 42), coherente con una reducción progresiva de la 

actividad de la enzima TPH-2. Como consecuencia, se produjo una disminución del contenido 

de 5-HT (F(2,15)=41, p<0.0001) y de su metabolito 5-HIAA (F(2,15)=9.86, p=0.0018). Así, en 

animales adultos se observa una reducción moderada del precursor 5-HTP (17%, p<0.05; figura 

42A), el neurotransmisor 5-HT (37%, p<0.001; figura 42B) y su metabolito 5-HIAA (19%, 

p<0.05; figura 42C). Estas disminuciones se hacen más acusadas en animales viejos (5-HTP: 

47%, p<0.001; 5HT: 50%, p<0.001; 5-HIAA: 28%, p<0.01).  

Los resultados obtenidos a partir de extractos del cuerpo estriado también evidenciaron una 

disminución de la actividad de la TPH-2 con la edad (figura 43), que se reflejó en una reducción 

en la acumulación de 5-HTP (F(2,15)=27.5, p<0.0001), del contenido de 5-HT (F(2,15)=80.4, 

p<0.0001) y de su metabolito 5-HIAA (F(2,15)=7.56, p=0.0054). Los animales jóvenes son los 

que presentan niveles más elevados, mientras que los adultos mostraron una disminución de 5-

HTP (19%, p<0.05; figura 43A), 5-HT (18%, p<0.05; figura 43B) y su metabolito 5-HIAA 
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(20%, p>0.05; figura 43C). La reducción fue mayor en los animales viejos en comparación a los 

animales jóvenes, tanto del precursor 5-HTP (48%, p<0.001), como de 5-HT (65%, p<0.001) y 

5-HIAA (30%, p<0.01). 
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Figura 42. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la actividad de la enzima TPH-2 en 

el hipocampo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (después 

de la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A), los niveles de 5-HT 

(B) y su metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales jóvenes 

(n=6; 3 meses), adultos (n=6, 10 meses) y viejos (n=6; 20 meses). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al 

comparar con animales jóvenes; 
###

p<0.001 comparando animales adultos y viejos (ANOVA de un factor, 

seguido de Bonferroni). 
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Figura 43. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la actividad de la enzima TPH-2 en 

el estriado. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los 

niveles de 5-HT (B) y su metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del estriado (ng/g) de animales 

jóvenes (n=6; 3 meses), adultos (n=6, 10 meses) y viejos (n=6; 20 meses). *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 al comparar con animales jóvenes; 
##

p<0.01, 
###

p<0.001 al comparar animales adultos y 

viejos (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

En la glándula pineal (figura 44), se puede apreciar una disminución de la actividad de la vía 

de las indolaminas por reducción de la actividad de TPH-1, con una menor disponibilidad de 5-

HTP (F(2,15)=28.7, p<0.0001) y la consecuente disminución de 5-HT (F(2,15)=16.6, p=0.0002) y 

su metabolito 5-HIAA (F(2,15)=23.1, p<0.0001). Se observan considerables reducciones en 

animales adultos de 5-HTP (45%, p<0.001; figura 44A), 5-HT (54%, p<0.01; figura 44B), y 5-

HIAA (67%, p<0.001; figura 44C) en comparación a los jóvenes. En animales viejos esta 

disminución es más evidente (5-HTP: 61%, p<0.001; 5-HT: 67%, p<0.001; 5-HIAA: 86%, 

p<0.001).  
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Figura 44. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas sobre la actividad de la enzima TPH-1 en 

la glándula pineal. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), 

los niveles de 5-HT (B) y del metabolito 5-HIAA (C) en extracto de glándula pineal (ng/pineal) de los 

animales jóvenes (n=6; 3 meses), adultos (n=6, 10 meses) y viejos (n=6; 20 meses). **p<0.01, 

***p<0.001 al comparar con animales jóvenes (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.1.3 Efectos del envejecimiento sobre la inmunoreactividad de las proteínas SIRT1, 

NF-κB y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

Esta sección recoge los resultados del análisis de la expresión de tres proteínas claves en 

procesos relacionados con el envejecimiento, la inflamación y la pérdida de memoria con la 

edad (SIRT1, NF-κB y RbAp48/46). El estudio se ha centrado en el hipocampo por ser una 

región íntimamente relacionada con los procesos de aprendizaje y memoria. La detección y 

cuantificación de las proteínas diana se realizó mediante técnicas inmunológicas cuantitativas 

(separación electroforética seguida de western blot), utilizando anticuerpos específicos. En las 

figuras, los niveles de cada una de las proteínas se muestran normalizados respecto de los 

niveles de β-actina medidos en el mismo gel. Se considera como valor de referencia el obtenido 

en las ratas jóvenes (para más detalles consultar el apartado “3.2.5.6 Cuantificación 

fotodensitométrica”).  

 

4.1.3.1 Efectos de la edad sobre la proteína SIRT1 

La figura 45 muestra el efecto de la edad sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 kDa) 

en el hipocampo de animales jóvenes, adultos y viejos. Los resultados indican que existen 

diferencias significativas a causa del envejecimiento (F(2,9)=16.59, p<0.0010). Puede observarse 

una reducción paulatina de SIRT1 con la edad, con una disminución del 24% (p<0.05) en los 

animales adultos y del 43% (p<0.001) en los viejos al comparar con los niveles de los jóvenes. 
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Figura 45. Efecto progresivo del envejecimiento en 

ratas sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 

kDa) en hipocampo. Se determinaron los niveles de 

SIRT1 en extractos procedentes de hipocampo de animales 

jóvenes (n=4; 3 meses), adultos (n=4, 10 meses) y viejos 

(n=4; 20 meses). Las barras representan el promedio ± 

error estándar de n experimentos por grupo (realizados por 

cuadruplicado) y se expresan como porcentaje respecto a 

las ratas jóvenes. *p<0.05, ***p<0.001 al comparar con 

animales jóvenes (ANOVA de un factor, seguido por el 

test de Bonferroni). En la parte inferior de la figura se 

muestra un inmunoblot representativo en el que puede 

observarse la disminución de SIRT1, sin cambios en la ß-

actina (utilizada como patrón de carga). 

 

4.1.3.2 Efectos de la edad sobre la proteína NF-κB p65 total 

La determinación de NF-κB en el hipocampo de animales de los tres grupos de edad (figura 

46) no mostró diferencias significativas respecto de la inmunoreactividad de la proteína NF-κB 

total (F(2,9)=0.779, p=0.4777), de modo que, con la metodología seguida en este estudio, no se 

observaron variaciones apreciables de esta proteína con la edad.  

 

 

Figura 46. Efecto del envejecimiento en ratas sobre la 

expresión de la proteína NF-κB total (65 kDa) en 

hipocampo. Se determinaron los niveles de NF-κB total en 

extractos procedentes de hipocampo de animales jóvenes 

(n=4; 3 meses), adultos (n=4, 10 meses) y viejos (n=4; 20 

meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de n experimentos por grupo (realizados por 

cuadruplicado) y se expresan como porcentaje respecto a 

las ratas jóvenes. No se observan cambios significativos en 

ninguno de los grupos analizados (ANOVA de un factor, 

seguido por el test de Bonferroni). En la parte inferior de la 

figura se muestra un inmunoblot representativo de NF-κB 

total, sin cambios en la ß-actina (utilizada como patrón de 

carga). 
 

4.1.3.3 Efectos de la edad sobre la proteína RbAp48/46 

La expresión de la proteína RbAp48/46 (48 kDa) en el hipocampo (figura 47) de animales 

jóvenes, adultos y viejos mostró niveles de inmunoreactividad significativamente distintos 

considerando los tres grupos de edad (F(2,9)=7.013, p<0.0146). Los animales jóvenes presentaron 

los mayores niveles de esta proteína, los animales adultos mostraron una ligera reducción en los 

niveles de inmunoreactividad de RbAp48/46 (19%, p>0.05), y los animales viejos mostraron 

una disminución significativa (37%, p<0.05) respecto a los animales jóvenes. 
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Figura 47. Efecto progresivo del envejecimiento en ratas 

sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 (48 kDa) 

en hipocampo. Se determinaron los niveles de RbAp48/46 

en extractos procedentes de hipocampo de animales 

jóvenes (n=4; 3 meses), adultos (n=4, 10 meses) y viejos 

(n=4; 20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de n experimentos por grupo (realizados por 

cuadruplicado) y se expresan como porcentaje respecto a 

las ratas jóvenes. *p<0.05 al comparar con animales 

jóvenes (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo en el que puede observarse la 

disminución de RbAp48/46, sin cambios en la ß-actina 

(utilizada como patrón de carga). 

 

4.2 Efectos del tratamiento con antioxidantes y de la restricción calórica 

en ratas adultas 
 

Numerosos estudios han mostrado cómo el tratamiento con antioxidantes puede ayudar a 

retrasar la aparición de algunos efectos adversos asociados al envejecimiento. En este capítulo 

se pretenden analizar los posibles efectos beneficiosos del tratamiento con el antioxidante 

resveratrol sobre las habilidades cognitivas de animales adultos (10 meses), en los cuales ya se 

puede apreciar un cierto deterioro de las capacidades cognitivas (tal y como se ha observado en 

el apartado 4.1), y su comparación con la restricción calórica (intervención no farmacológica 

que ha mostrado efectos beneficiosos incrementando la esperanza de vida y amortiguando los 

efectos del envejecimiento sobre la salud).  

 

4.2.1 Efectos de los tratamientos agudos con los antioxidantes trans-resveratrol, α-

tocoferol, catequina y poliphenon 60 sobre las habilidades cognitivas en ratas adultas 
 

En primer lugar, se analizó si los tratamientos agudos con diversos antioxidantes (trans-

resveratrol, α-tocoferol, catequina y poliphenon 60) eran capaces de producir mejoras sobre las 

habilidades cognitivas de animales adultos, de la misma manera que se observó previamente con 

algunos fármacos administrados de forma aguda, como la hormona de crecimiento (GH, 

1mg/kg, i.p.) que mostró una mayor eficiencia en la ejecución de diversas pruebas respecto al 

grupo control (Ramis et al., 2013). En el caso de los antioxidantes, se ha utilizado el test del 

laberinto radial para evaluar los posibles efectos del tratamiento agudo con varios antioxidantes 

(cada uno administrado a una dosis de 20 mg/kg, i.p., disuelto en aceite de maíz, 1 hora antes de 

la realización del test, n=5) frente a animales control (a los que se administró aceite de maíz, 1 

ml/kg, i.p., n=6) sobre la memoria de trabajo espacial en ratas adultas (10 meses). La figura 48 

muestra los resultados obtenidos, no apreciándose cambios significativos en ninguno de los 

tratamientos agudos en el tiempo (F(4,21)=0.824, p=0.5238), los errores cometidos (F(4,21)=0.417, 



Resultados 

103 

p=0.7945) o la distancia recorrida (F(4,21)=0.705, p=0.5971), lo que descarta efectos agudos 

debido a la última dosis recibida en los tratamientos crónicos.  
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Figura 48. Efecto del tratamiento agudo con los antioxidantes trans-resveratrol, α-tocoferol, 

catequina y poliphenon 60 sobre la memoria de trabajo espacial mediante el test del laberinto radial 

en animales adultos (10 meses). Cada uno de los antioxidantes fue administrado 1 hora antes de la 

ejecución del test, a una dosis de 20 mg/kg (i.p., disueltos en aceite de maíz, n=5 por tratamiento). Las 

barras representan el promedio ± error estándar del tiempo (A), los errores (B) y la distancia recorrida (C) 

de los animales tratados con los antioxidantes y el grupo control (n=6). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 

 

4.2.2 Efectos de la restricción calórica y del tratamiento con resveratrol en las 

habilidades cognitivas y motoras, la actividad de las enzimas TH y TPH y las 

proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 en el cerebro de ratas adultas 
 

En la sección anterior se observa cómo la administración de una dosis aguda con varios 

antioxidantes en animales adultos no es suficiente para producir cambios a nivel conductual 

(memoria de trabajo espacial). En este apartado se pretende analizar el efecto de un tratamiento 

administrado durante más tiempo (15 días) a ratas adultas. En este caso el antioxidante 

seleccionado es el polifenol trans-resveratrol (RES) (20 mg/kg/día), antioxidante que ha 

mostrado efectos beneficiosos en animales de edades avanzadas (Sarubbo et al., 2015), y que ha 

sido clasificado como un mimético de la restricción calórica (RC). Por ello, se quiso comparar 

el efecto del polifenol RES con una terapia de RC (metodología detallada en el apartado 

3.2.1.1). 
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4.2.2.1 Efectos de la restricción calórica y el resveratrol en el peso y la temperatura 

corporal 
 

La RC está asociada a una disminución del peso corporal, tal y como se puede observar en la 

figura 49. El grupo de animales adultos sujetos a RC fue sometido a una disminución de la 

ingesta de calorías del 80% durante los primeros 25 días (ingiriendo 4.5 ± 0.5 g pellet/día), 

consiguiendo así una reducción del 25% del peso corporal. En los 15 días siguientes la 

reducción de la ingesta calórica fue del 40% (ingiriendo 11.5±2.5 g pellet/día), manteniendo el 

porcentaje del peso corporal en torno al 75%.  
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Figura 49. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol en 

el peso corporal de animales adultos (10 meses). Los puntos representan el promedio ± error estándar 

del peso corporal (g) de los animales sometidos a restricción calórica (RC; n=7; reducción de la ingesta 

calórica del 80% durante los primeros 25 días y del 40% los siguientes 15 días) y los animales tratados 

con el antioxidante trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg, i.p., disuelto en aceite de maíz) junto a los 

animales control (n=6; aceite de maíz, 1 ml/kg, i.p.). La flecha indica el inicio del tratamiento con el 

antioxidante trans-resveratrol. La disminución de peso de los grupos en el día 39 se debe al ayuno al que 

son sometidos los animales para realizar el test del laberinto radial. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al 

comparar con los animales del grupo control (ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni). 

 

Los animales tratados con el antioxidante RES (20 mg/kg, i.p., disuelto en aceite de maíz) y 

los animales del grupo control (a los que se les administró el vehículo aceite de maíz, 1 

ml/kg/día, i.p.) tuvieron siempre acceso a la comida y no mostraron diferencias significativas en 

el peso corporal (variación de 8.2±3.1 g en el grupo control y 7.7±2.4 g en las ratas tratadas con 

RES comparando el primer y el último día de tratamiento) ni en la cantidad de comida ingerida 

(con un consumo de 20.55±1.25 g pellet/día) a lo largo del tratamiento. El análisis estadístico 

mostró que los resultados están condicionados por el tratamiento (F(2,336)=153, p<0.0001) y por 

la duración (F(20,336)=3.47, p<0.0001), así como por su interacción (F(40,336)=1.96, p=0.0008). 

Además, en la figura 49 puede apreciarse una disminución del peso el día previo a la realización 

del test del laberinto radial debido al ayuno al que son sometidos para aumentar la motivación 

en la prueba.  
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Los resultados obtenidos de la temperatura corporal muestran que todos los animales 

presentan una regulación circadiana de la temperatura (figura 50A). Además, los animales 

tratados con RES y los controles no mostraron cambios significativos a lo largo del tratamiento 

en los valores mesor diarios de temperatura corporal (37.15±0.06 ºC; figura 50B). Sin embargo, 

en los animales sujetos a RC existió una reducción significativa, alcanzando valores mesor de 

temperatura de 36.5±0.07 ºC. 
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Figura 50. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol 

sobre la temperatura corporal (ºC) de animales adultos (10 meses). En la izquierda (A) se muestran 

los valores obtenidos de la temperatura corporal, registrando una muestra cada 15 minutos mediante un 

sensor iButton colocado en la cavidad abdominal de los animales sometidos a restricción calórica (RC; 

n=7) y los tratados con trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg) junto a los controles (n=6). La flecha 

indica el inicio del tratamiento con RES, correspondiente al día 26 del tratamiento con RC. En la derecha 

(B) aparecen los valores promedio ± error estándar de la temperatura corporal. ***p<0.001 al comparar 

con los animales control; 
###

p<0.001 al comparar con los animales tratados con RES (ANOVA de un 

factor, seguido por Bonferroni). 

 

4.2.2.2 Efectos conductuales producidos por la restricción calórica y el resveratrol en 

ratas adultas 
 

4.2.2.2.1 Memoria de trabajo espacial  

En el laberinto radial (figura 51), los resultados al finalizar los tratamientos muestran cómo 

tanto los animales sometidos a RC como los tratados con RES realizaron el test de forma más 

eficiente que los controles. En el tiempo requerido para completar la prueba, se detectaron 

diferencias significativas entre los grupos (F(2,16)=12.3, p=0.0006), con reducciones tanto en los 

animales sometidos a RC (38%, p<0.001) como en los tratados con RES (30%, p<0.01) en 

comparación al grupo control (figura 51A). Los errores cometidos muestran resultados similares 

(F(2,16)=8.99, p=0.0024), realizando menos errores tanto el grupo RC (48%, p<0.01) como el 

grupo RES (42%, p<0.05) (figura 51B). La distancia recorrida sigue el mismo patrón 

(F(2,16)=11.0, p=0.0010), con reducciones significativas en ambos grupos (RC: 31%, p<0.001; 

RES: 24%, p<0.05) en comparación al grupo control (figura 51C). 
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Figura 51. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol 

sobre la memoria de trabajo espacial mediante el test del laberinto radial en animales adultos (10 

meses). Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo necesario para completar la 

prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia recorrida (C) de los animales sometidos a restricción 

calórica (RC; n=7) y los animales tratados con el antioxidante trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg), 

junto a los animales control (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01 al comparar los valores obtenidos antes y después de realizar los tratamientos en cada 

grupo (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.2.2.2.2 Memoria episódica 
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Figura 52. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol 

sobre la memoria episódica mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo en ratas adultas (10 

meses). Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo de exploración total de cada uno 

de los objetos en la fase de familiarización (A, B: 1, objeto 1; 2, objeto 2) y la fase de test (C, D: N, objeto 

nuevo; F, objeto familiar) de los animales sometidos a restricción calórica (RC; n=7) y los animales 

tratados con el antioxidante trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg), junto a los animales control (n=6). 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparando los valores obtenidos entre el objeto nuevo (N) y el familiar 

(F) (ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 
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En la fase de familiarización (figura 52A, B), los animales no presentaron una preferencia 

por la localización de los dos objetos iguales situados en el campo abierto. Así, durante esta fase 

no se detectaron diferencias significativas en el tiempo de exploración de los objetos en los 

diferentes grupos de animales, ni al inicio de los tratamientos ni al final de los mismos.  

En la fase de test (figura 52C, D), antes del inicio de los tratamientos, al comparar el tiempo 

de exploración del objeto nuevo y el familiar se puede observar cómo todos los animales adultos 

mostraron una preferencia por explorar el objeto nuevo (F(1,32)=31.8, p<0.0001; figura 52C), sin 

cambios entre grupos de animales (F(2,32)=1.93, p=0.1619) ni en la interacción de ambos factores 

(F(2,32)=0.0353, p=0.9653). Al finalizar los tratamientos se mantiene esta capacidad de 

exploración del objeto nuevo (F(1,32)=38.2, p<0.0001; figura 52D), no habiendo diferencias entre 

los grupos (F(2,32)=1.85, p=0.1737) ni en su interacción (F(2,32)=0.609, p=0.5503). 

Al analizar el tiempo de exploración del objeto nuevo menos el tiempo del objeto familiar 

(figura 53) se observa un aumento de la exploración y una mayor discriminación entre los 

objetos al finalizar los tratamientos (F(2,16)=5.77, p=0.0129). Así, la RC supuso un incremento 

del 36% (p>0.05), mientras que en el tratamiento con RES fue del 58% (p<0.01) en 

comparación al grupo control. 

 

Figura 53. Efecto de la restricción y el tratamiento con el 

antioxidante trans-resveratrol sobre la memoria episódica 

mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo en 

ratas adultas (10 meses). Las barras representan el 

promedio ± error estándar de la diferencia entre el tiempo de 

exploración del objeto nuevo y el familiar en la fase de test 

en animales sometidos a restricción calórica (RC; n=7) y en 

animales tratados con trans-resveratrol (RES; n=6; 20 

mg/kg), junto a los controles (n=6). **p<0.01 al comparar 

con el grupo control; 
##

p<0.01 al comparar los valores 

obtenidos antes y después de realizar los tratamientos en cada 

grupo (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 

 

4.2.2.2.3 Coordinación motora 

La coordinación motora mostró cambios significativos al finalizar los tratamientos 

(F(2,16)=4.65, p=0.0268; figura 54). Los animales sometidos a RC fueron los que ejecutaron la 

prueba más eficientemente, permaneciendo más tiempo sobre la rueda giratoria antes de caer 

(58%, p<0.05) en comparación al grupo control. Cabe indicar que estos resultados también 

podrían relacionarse no sólo a los posibles efectos beneficiosos de la RC sobre las habilidades 

motoras sino también a la disminución significativa del peso corporal que conlleva dicho 

tratamiento (figura 49). Por el contrario, los animales tratados con RES no presentaron cambios 

significativos en las habilidades motoras. 
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Figura 54. Efecto de la restricción calórica y el 

tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol sobre 

la coordinación motora mediante el test del rotarod en 

animales adultos (10 meses). Las barras representan el 

promedio ± error estándar del tiempo de permanencia 

sobre la rueda giratoria de los animales sometidos a 

restricción calórica (RC; n=7) y los animales tratados con 

trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg), junto a los 

animales control (n=6). *p<0.05 al comparar con el grupo 

control; 
##

p<0.01 comparando los valores obtenidos por 

cada grupo antes y después de realizar los tratamientos 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.2.2.3 Efectos de la restricción calórica y el resveratrol sobre las actividades tirosina 

hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales 

in vivo 
 

4.2.2.3.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en el 

estriado  
 

En el hipocampo (figura 55), los dos tratamientos son capaces de incrementar la 

acumulación de DOPA (F(2,16)=19.1, p<0.0001; figura 55A) y la cantidad de NA disponible 

(F(2,16)=41.5, p<0.0001; figura 55B) en comparación al control. La RC incrementó de forma 

significativa los niveles de DOPA (51%, p<0.001), asociado a un aumento del contenido de NA 

(37%, p<0.001). El tratamiento con RES sigue un patrón similar, con un incremento 

significativo en la acumulación de DOPA (40%, p<0.01) y en los niveles de NA (27%, 

p<0.001).  
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Figura 55. Efecto de la restricción y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol sobre la 

actividad de la enzima TH en el hipocampo de ratas adultas (10 meses). Las barras representan el 

promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación 

con NSD-1015 durante 30 min) (A) y los niveles de NA (B) en extractos procedentes del hipocampo 

(ng/g) de los animales sometidos a restricción calórica (RC; n=7) y los animales tratados con el 

antioxidante trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg), junto a los animales control (n=6). **p<0.01, 

***p<0.001 al comparar con los animales del grupo control (ANOVA de un factor, seguido de 

Bonferroni). 
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De modo similar, en el estriado se observó un aumento de la actividad de la enzima TH, 

asociado a una mayor acumulación de DOPA (F(2,16)=22.4, p<0.0001; figura 56A) y al aumento 

de la cantidad de DA disponible (F(2,16)=12.6, p=0.0005; figura 56B), así como de sus 

correspondientes metabolitos HVA (F(2,16)=5.54, p=0.0149; figura 56D) y DOPAC (F(2,16)=13.4, 

p=0.0004; figura 56D). La RC incrementó de forma significativa los niveles de DOPA (29%, 

p<0.001), DA (del 19%, p<0.001), HVA (del 19%, p<0.05) y DOPAC (del 43%, p<0.001). Tras 

el tratamiento con RES los valores presentan un patrón similar, con un incremento significativo 

en la acumulación de DOPA (19%, p<0.01), DA (14%, p<0.05) y del metabolito DOPAC (28%, 

p<0.05), aunque no de HVA.  
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Figura 56. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol 

sobre la actividad de la enzima TH en el estriado de ratas adultas (10 meses). Las barras representan 

el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (A), los niveles de DA (B) y sus metabolitos 

HVA (C) y DOPAC (D) en extractos procedentes del estriado (ng/g) de los animales sometidos a 

restricción calórica (RC; n=7) y los animales tratados con el antioxidante trans-resveratrol (RES; n=6; 20 

mg/kg), junto a los animales control (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01 al comparar con los animales 

del grupo control (ANOVA de un factor, seguido del test de Bonferroni). 

 

4.2.2.3.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, el estriado y 

la glándula pineal 
 

En el hipocampo (figura 57), se observó una modificación de la actividad de la enzima TPH-

2 tras la aplicación de RC y RES, asociado a la variación de la acumulación de 5-HTP 

(F(2,16)=44.1, p<0.0001; figura 57A) y a cambios de 5-HT (F(2,16)=16.5, p=0.0001; figura 57B) y 

5-HIAA (F(2,16)=23.5, p<0.0001; figura 57C). La RC disminuyó de forma significativa los 

niveles de 5-HTP (16%, p<0.05) y de 5-HT (9%, p<0.05) en comparación al grupo control, 

aunque no se observa una alteración de los niveles de 5-HIAA. Los resultados obtenidos 



Resultados 

110 

después del tratamiento con RES siguen un patrón inverso, con incrementos significativos en la 

acumulación de 5-HTP (49%, p<0.001), 5-HT (14%, p<0.05) y 5-HIAA (31%, p<0.001).  
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Figura 57. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol 

sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el hipocampo de ratas adultas (10 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (tras la inhibición de la 

descarboxilación con NSD-1015) (A), los niveles de 5-HT (B) y su metabolito 5-HIAA (C) en extractos 

procedentes del hipocampo (ng/g) de animales sometidos a restricción calórica (RC; n=7) y los animales 

tratados con trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg), junto a los animales control (n=6; aceite de maíz). 

*p<0.05, ***p<0.001 al comparar con los de los animales del grupo control; 
###

p<0.001 al comparar los 

tratamientos RC y RES (ANOVA de un factor, seguido del test de Bonferroni).  

 

En el estriado, se observó el mismo patrón de cambios tras la aplicación de RC y RES en el 

contenido de 5-HTP (F(2,16)=61.8, p<0.0001; figura 58A) y 5-HT (F(2,16)=60.3, p<0.0001; figura 

58B), sin cambios significativos en 5-HIAA (F(2,16)=3.29, p=0.0635; figura 58C). La RC redujo 

de forma significativa los niveles de 5-HTP (22%, p<0.05) y 5-HT (21%, p<0.01), mientras que 

el tratamiento con RES incrementó la acumulación de 5-HTP (54%, p<0.001) y 5-HT (34%, 

p<0.001) en comparación al grupo control.  

0

200

400

600

*

***

###

Control RC RES

5
-H

T
P

 (
n

g
/g

 t
e

ji
d

o
)

0

500

1000

1500

2000

2500

**

***

###

5
-H

T
 (

n
g

/g
 t

e
ji

d
o

)

Control RC RES 0

500

1000

1500
#

Control RC RES

5
-H

IA
A

 (
n

g
/g

 t
e

ji
d

o
)

A) B) C)

 
Figura 58. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol 

sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el estriado de ratas adultas (10 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y 5-

HIAA (C) en extractos del estriado (ng/g) de los animales sometidos a restricción calórica (RC; n=7) y 

los tratados con trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg), junto al control (n=6). *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
#
p<0.05, 

###
p<0.001 al comparar los tratamientos RC y 

RES (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 
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En la glándula pineal (figura 59), se puede apreciar también una modificación de la actividad 

de la enzima TPH-1 tras la aplicación de los tratamientos RC y RES, con cambios significativos 

en los niveles de 5-HTP (F(2,15)=12.2, p=0.0007; figura 59A) y 5-HT (F(2,15)=6.43, p=0.0096; 

figura 59B), pero no los del metabolito 5-HIAA (F(2,15)=3.25, p=0.067; figura 59C). Aunque el 

tratamiento con RC no indujo cambios significativos en comparación al grupo control en ningún 

caso, el tratamiento con RES aumentó significativamente la acumulación de 5-HTP (51%, 

p<0.001), la cantidad de 5-HT (43%, p<0.01) y su metabolito 5-HIAA (44%, p<0.05). Estos 

resultados también reflejan una modulación diferente de las isoformas TPH-1 y TPH-2. 
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Figura 59. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol 

sobre la actividad de la enzima TPH-1 en la glándula pineal de ratas adultas (10 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y su 

metabolito 5-HIAA (C) en extracto de glándula pineal (ng/pineal) de los animales sometidos a restricción 

calórica (RC; n=6) y los animales tratados con trans-resveratrol (RES; n=6; 20 mg/kg), junto a los 

animales control (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con los animales del grupo control; 
#
p<0.05 comparando los valores obtenidos por RC y RES (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 

 

4.2.2.4 Efectos de la restricción calórica y el resveratrol sobre las proteínas SIRT1, 

NF-κB y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.2.2.4.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

 

Figura 60. Efecto de la restricción calórica y el 

tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol sobre la 

expresión de la proteína SIRT1 (110 kDa) en hipocampo 

de ratas adultas (10 meses). Las barras representan el 

promedio ± error estándar por grupo (restricción calórica, 

RC, n=6; trans-resveratrol, RES, 20 mg/kg, n=6; control 

adulto, n=6) de experimentos realizados por cuadruplicado y 

se expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes 

(n=6). *p<0.05 al comparar con los animales jóvenes del 

grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la gráfica se muestra un 

inmunoblot representativo de los cambios obtenidos en 

SIRT1, sin cambios en la ß-actina (patrón de carga).  
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La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 60) se ve significativamente 

modificada por la edad (F(3,20)=3.65, p=0.0301). Los animales jóvenes son los que presentan 

mayores niveles, mientras que los animales adultos ya muestran una menor proporción de 

SIRT1 (19.6%, p <0.05). Los resultados obtenidos tras la aplicación de la RC y del tratamiento 

con RES muestran una menor reducción en la proporción de SIRT1 (11% y del 17% 

respectivamente) en comparación a los animales jóvenes, disminución que no resultó 

significativa. 

 

4.2.2.4.2 Efectos sobre la proteína NF-κB p65 total 

La determinación de NF-κB en el hipocampo de animales de los cuatro grupos no mostró 

diferencias significativas respecto de la inmunoreactividad de la proteína NF-κB total 

(F(3,20)=2.008, p=0.1453) (figura 61). 

 

Figura 61. Efecto de la restricción calórica y el tratamiento 

con el antioxidante trans-resveratrol sobre la expresión de 

la proteína NF-κB total (65 kDa) en hipocampo de ratas 

adultas (10 meses). Las barras representan el promedio ± 

error estándar por grupo (animales sometidos a restricción 

calórica, RC, n=6; animales tratados con trans-resveratrol 20 

mg/kg, RES, n=6; animales adutos del grupo control, Adulta, 

n=6) de experimentos realizados por cuadruplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). 

No se detectan diferencias significativas entre los grupos 

analizados (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la gráfica se muestra un 

inmunoblot representativo. 
 

4.2.2.4.3 Efectos sobre la proteína RpAp48/46  

La expresión de la proteína RbAp48/46 (48 kDa) en el hipocampo no mostró diferencias 

significativas entre los cuatro grupos de animales (F(3,20)=2.74, p=0.0703), aunque los jóvenes 

son los que presentaron mayor inmunoreactividad de esta proteína (figura 62).  

 

Figura 62. Efecto de la restricción calórica y el 

tratamiento con el antioxidante trans-resveratrol sobre la 

expresión de la proteína RbAp48/46 (48 kDa) en 

hipocampo de ratas adultas (10 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

con restricción calórica, RC, n=6; animales tratados con 

trans-resveratrol 20 mg/kg, RES, n=6; animales adultos del 

grupo control, Adulta, n=6) de experimentos realizados por 

cuadruplicado y se expresan como porcentaje respecto a las 

ratas jóvenes (n=6). No se detectan diferencias significativas 

entre los grupos analizados (ANOVA de un factor, seguido 

por Bonferroni). Inmunoblot representativo en la parte 

inferior de la gráfica. 
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A partir de este punto, los diferentes estudios se centran en la aplicación de diversas 

estrategias dirigidas a paliar los efectos adversos del envejecimiento en animales viejos.  

 

4.3 Efectos de los tratamientos con α-tocoferol sobre las habilidades 

cognitivas y motoras, la actividad de las enzimas TH y TPH y las 

proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 en el cerebro de ratas viejas 
 

En este apartado se muestran los efectos producidos por el antioxidante α-tocoferol sobre el 

proceso de envejecimiento, tanto a nivel comportamental como a nivel neuroquímico de 

animales viejos (18-20 meses). Para ello se han realizado dos tratamientos diferentes: Toc 20 (α- 

tocoferol a una dosis de 20 mg/kg, i.p., disuelto en aceite de maíz, durante 28 días) y Toc 40-60 

(α- tocoferol a una dosis de 40 mg/kg, i.p., durante 28 días, seguido por otra dosis de 60 mg/kg, 

i.p., durante 28 días más), comparándolos con sus respectivos grupos control (a los que se 

administró durante 28 días o 56 días aceite de maíz, 1 ml/kg/día, i.p.). 

 

4.3.1 Efectos conductuales producidos por los tratamientos con α-tocoferol en ratas 

viejas  
 

4.3.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 

En la memoria espacial, analizada mediante el laberinto radial, el tratamiento Toc 20 (figura 

63A, C, E) no indujo cambios significativos frente a los animales control en el tiempo necesario 

para finalizar el test, el número de errores cometidos o la distancia recorrida. Sin embargo, el 

grupo Toc 40-60 mejoró significativamente la ejecución del test (figura 63B, D, F). El tiempo 

de ejecución está influenciado de forma significativa por el tratamiento (F(1,60)=11.7, p=0.0012), 

pero no por la duración (F(4,60)=2.30, p=0.0699) ni la interacción de ambos factores (F(4,60)=1.19, 

p=0.327). En los animales del grupo control se incrementó significativamente el tiempo 

necesario para completar la prueba en comparación al inicio del experimento (76%), mientras 

que en el grupo Toc 40-60 no se detectaron cambios. El número de errores también está 

condicionado por el tratamiento (F(1,60)=19.2, p<0.0001), pero no por la duración (F(4,60)=1.81, 

p=0.1384) ni su interacción (F(4,60)=1.82, p=0.1373). Los animales del grupo Toc 40-60 

realizaron menos errores (50%) en comparación al inicio del tratamiento, no habiendo cambios 

significativos en los controles. Finalmente, la distancia recorrida también está condicionada por 

el tratamiento (F(1,60)=7.08, p=0.0100), pero no por la duración (F(4,60)=0.549, p=0.7007) ni su 

interacción (F(4,60)=1.40, p=0.2454), observándose una disminución al final del tratamiento Toc 

40-60.  
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Figura 63. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la memoria de trabajo espacial 

mediante el test del laberinto radial en ratas viejas (18-20 meses). Las barras representan el promedio 

± error estándar del tiempo necesario para completar la prueba (A, B), los errores cometidos (C, D) y la 

distancia recorrida (E, F) de los animales tratados con α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=8; Toc 40-60 mg/kg, 

n=6) frente a sus respectivos grupos control (durante 28 días (n=7) o 56 días (n=8)). *p<0.05, **p<0.01 al 

comparar con su respectivo control; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01 al comparar los valores obtenidos antes y después 

de realizar los tratamientos en cada grupo (ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

Dados los resultados positivos del α-tocoferol Toc 40-60 en la memoria de trabajo espacial, 

se decidió utilizar el test del laberinto de Barnes para analizar el aprendizaje visoespacial al 

finalizar el tratamiento (figura 64). Los resultados indicaron que los animales tratados con Toc 

40-60 ejecutan el test de forma más eficaz. Así, la latencia (figura 64A) se ve afectada de forma 

significativa por el tratamiento (F(1,40)=17.4, p=0.0002) y el entrenamiento (F(3,40)=12.5, 

p<0.0001), pero no por la interacción (F(3,40)=1.32, p=0.28526). De forma similar, los errores 

(figura 64B) están condicionados por el tratamiento (F(1,40)=7.06, p=0.0113) y el entrenamiento 

(F(3,40)=2.88, p=0.0480), pero no por su interacción (F(3,56)=0.392, p=0.7593). En la latencia, el 

test de Bonferroni detectó diferencias significativas en el primer entrenamiento, indicando que 

los animales viejos tratados con Toc 40-60 recuerdan mejor la localización del target aprendida 
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el día anterior en la fase de familiarización que los controles. En cuanto a los errores cometidos, 

el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas. Asimismo, se pudo observar que los 

animales tratados con Toc 40-60 utilizaron una mejor estrategia de búsqueda, siguiendo la 

estrategia directa y seriada en mayor número de casos que los controles, en los que predominó 

la búsqueda aleatoria (figura 64C).  

1 2 3 Test
0

20

40

60

80

Control
***

Toc 40-60

Entrenamiento

L
a

te
n

c
ia

 (
s
)

1 2 3 Test
0

1

2

3

4

5

Control

Toc 40-60

Entrenamiento

E
rr

o
re

s
 t

o
ta

le
s
 (

n
º)

Control Toc 40-60
0

50

100

150
Directo Seriado Aleatorio

E
s
tr

a
te

g
ia

 s
e

g
u

id
a

A) B) C)

 

Figura 64. Efecto del tratamiento con α-tocoferol Toc 40-60 sobre la capacidad de aprendizaje 

visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes en ratas viejas (20 meses). Los puntos 

representan el promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test 

de Barnes de los animales tratados con α-tocoferol Toc 40-60 (40-60 mg/kg, n=6) frente a los animales 

viejos del grupo control (n=6). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % respecto 

el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). ***p<0.001 al comparar con el grupo control (A, B: 

ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni). 

 

4.3.1.2 Memoria episódica 

En la fase de familiarización (figura 65A, B) del test de reconocimiento de objeto nuevo, los 

animales de los diferentes grupos no presentan preferencia por ninguno de los dos objetos. No 

obstante, al final del tratamiento los animales tratados con α-tocoferol (Toc 20 y Toc 40-60) 

exploraron durante más tiempo los objetos (50% y 71% respectivamente) en relación a su grupo 

control. 

En la fase de test, los resultados obtenidos tras el tratamiento Toc 20 (figura 65C), analizados 

mediante ANOVA de tres factores, revelaron cómo los valores se ven afectados por el objeto 

(F(1,78)=31.191, p<0.0001) y por el tratamiento (F(1,78)=5.654, p=0.0198), pero no por la duración 

(F(2,78)=0.849, p=0.4316) ni por las interacciones de los parámetros analizados. En el tratamiento 

Toc 40-60 (figura 65D) los resultados están condicionados por el objeto (F(1,120)=59.148, 

p<0.0001) y por el tratamiento (F(1,120)=8.069, p=0.0054), pero no por la duración (F(4,120)=0.238, 

p=0.9162) ni por las interacciones. Así, los animales tratados con α-tocoferol tienden a explorar 

más los objetos (Toc 20: incremento del 27% en el objeto nuevo y 17% en el familiar al 

comparar con los controles; Toc 40-60: 54% en el nuevo y 23% en el familiar), mostrando 

también una mayor capacidad de discriminación por el objeto nuevo.  
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Figura 65. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la memoria episódica mediante el test de 

reconocimiento de objeto nuevo en animales viejos (18-20 meses). Las barras representan el promedio 

± error estándar del tiempo de exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización 

(A, B: 1, objeto 1; 2, objeto 2) y la fase de test (C, D: N, objeto nuevo; F, objeto familiar), así como la 

diferencia del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test (E, F) de los 

animales tratados con α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=8; Toc 40-60 mg/kg, n=6) frente a los animales de 

los grupos control (durante 28 días (n=7) o 56 días (n=8)). *p<0.05 comparando los valores entre el 

objeto nuevo y el familiar (A, B, C, D: ANOVA de tres factores, seguido por el test de Fisher PLSD; E, 

F: ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

Finalmente, en el tratamiento Toc 20 no se detectaron cambios estadísticamente 

significativos en la diferencia del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el objeto 

familiar (figura 65E). Sin embargo, en el grupo Toc 40-60 la diferencia entre la exploración del 

objeto nuevo y el familiar (figura 65F) está condicionada por el tratamiento (F(1,60)=5.22, 

p=0.0263), pero no por la duración (F(4,60)=0.0965, p=0.983) ni la interacción de ambos factores 

(F(4,60)=0.341, p=0.849).  
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4.3.1.3 Coordinación motora 

La coordinación motora, analizada mediante el dispositivo del rotarod, no mostró cambios 

tras el tratamiento Toc 20 (figura 66A). Sin embargo, en el tratamiento Toc 40-60 (figura 66B) 

el tiempo que los animales permanecen sobre la rueda giratoria está significativamente 

influenciado por el tratamiento (F(1,60)=7.14, p=0.0098) y la duración del tratamiento 

(F(4,60)=2.99, p=0.0261), pero no por su interacción (F(4,60)=0.994, p=0.4183). Así, al finalizar el 

tratamiento los animales tratados con α-tocoferol Toc 40-60 permanecieron más tiempo sobre la 

rueda giratoria antes de caer que el grupo control (incremento del 44%, p<0.05).  
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Figura 66. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la coordinación motora mediante el test 

del rotarod en animales viejos (18-20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar del 

tiempo de permanencia sobre la rueda giratoria de los animales tratados con α-tocoferol (A, Toc 20 

mg/kg, n=8; B, Toc 40-60 mg/kg, n=6) frente a los animales de los grupos control (durante 28 días (n=7) 

o 56 días (n=8)). *p<0.05 al comparar con su grupo control; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01 al comparar los valores 

obtenidos antes y después de realizar los tratamientos en cada grupo (ANOVA de dos factores, seguido de 

Bonferroni). 

 

4.3.2 Contenido cerebral de α-tocoferol y niveles de peroxidación lipídica en ratas 

jóvenes y viejas sin tratar, y tras los tratamientos con α-tocoferol en ratas viejas 
 

4.3.2.1 Determinación del contenido de α-tocoferol en la corteza cerebral 

El contenido del antioxidante α-tocoferol (pmol/mg proteína) en la corteza cerebral (figura 

67) se ve modificado significativamente con la edad y tras la aplicación de los tratamientos con 

dicho antioxidante (F(3,19)=45.68, p<0.0001). El contenido de α-tocoferol en animales viejos se 

redujo de forma significativa (25%, p<0.05) en comparación a los animales jóvenes, valores de 

α-tocoferol similares a los descritos en otros estudios (Martin et al., 1999, 2000a). A diferencia 

del efecto producido por el envejecimiento, los tratamientos con α-tocoferol en ratas viejas (Toc 

20 y Toc 40-60) incrementaron el contenido de dicho antioxidante de una forma dependiente de 

la dosis y el tiempo (70% y 132% respectivamente, p<0.001).  
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Figura 67. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol 

sobre el contenido del antioxidante α-tocoferol en corteza 

cerebral de ratas viejas (20 meses). Las barras representan 

el promedio ± error estándar de los niveles de α-tocoferol 

(pmol/mg proteína) en extractos procedentes de la corteza 

cerebral de animales tratados α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, 

n=6; Toc 40-60, n=6) frente a los animales de los grupos 

control (jóvenes (n=5) y viejos (n=6)). *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 al comparar con los jóvenes; 
###

p<0.001 al 

comparar con el grupo control de animales viejos; 
●●●

p<0.001 al comparar los dos tratamientos de α-tocoferol 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni).  

 

4.3.2.2 Determinación de los niveles de peroxidación lipídica en la corteza cerebral 

Los niveles de malondialdehído (MDA; pmol/mg proteína), indicador de la peroxidación 

lipídica, fueron analizados en la corteza cerebral para comprobar el posible efecto del α-

tocoferol sobre el incremento de la peroxidación lipídica asociado al envejecimiento (figura 68). 

Con la edad se produce un aumento significativo del daño oxidativo (F(3,19)=9.83, p=0.0004), 

con un incremento de los niveles de MDA (238%) en comparación a los animales jóvenes, 

valores de MDA similares a los descritos en otros estudios (Tejada et al., 2006). A diferencia, 

los tratamientos efectuados con α-tocoferol (Toc 20 y Toc 40-60) disminuyen la concentración 

de MDA hasta alcanzar un nivel similar al obtenido en los animales jóvenes. 

 

Figura 68. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre 

el contenido del marcador de peroxidación lipídica 

malondialdehído (MDA) en corteza cerebral de ratas viejas 

(20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de los niveles de MDA (pmol/ mg proteína) en 

extractos procedentes de la corteza cerebral de animales 

tratados con α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=6; Toc 40-60 

mg/kg, n=6) frente a los animales de los grupos control 

(jóvenes (n=5) y viejos (n=6)). **p<0.01 al comparar con los 

jóvenes; 
##

p<0.01 al comparar con el grupo control de animales 

viejos (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni).  

 

4.3.3 Efectos del α-tocoferol sobre las actividades tirosina hidroxilasa (síntesis de NA 

y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales in vivo 
 

4.3.3.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en 

el estriado  
 

En el hipocampo (figura 69), los resultados revelaron que los dos tratamientos (Toc 20 y Toc 

40-60) incrementan la actividad de la enzima TH, asociado a una mayor acumulación de DOPA 

(F(2,16)=22.4, p<0.0001; figura 69A) y al aumento de NA (F(2,16)=14.6, p=0.0002; figura 69B). 

Este antioxidante incrementó de forma significativa los niveles de DOPA de una forma dosis-
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tiempo dependiente (Toc 20: 244%, p<0.001; Toc 40-60: 235%, p<0.001) en comparación a los 

animales del grupo control, así como los valores de NA (Toc 20: 38%, p<0.05; Toc 40-60: 74%, 

p<0.001).  
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Figura 69. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la actividad de la enzima TH en el 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) 

(A) y los niveles de NA (B) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales tratados con α-

tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=6; Toc 40-60 mg/kg, n=6) frente a los animales del grupo control (n=7). 

*p<0.05, ***p<0.001 al comparar con el grupo control (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni).  

 

En el estriado (figura 70), se observó también cómo los dos tratamientos incrementaron la 

acumulación de DOPA (F(2,16)=16.6, p<0.0001; figura 70A) y DA disponible (F(2,16)=16.2, 

p=0.0001; figura 70B) en comparación al control. Así, α-tocoferol aumentó de forma 

significativa los niveles de DOPA de una forma dosis-tiempo dependiente (Toc 20: 54%, 

p<0.05; Toc 40-60: 98%, p<0.001), así como la cantidad de DA (Toc 20: 47%, p<0.05; Toc 40-

60: 95%, p<0.001). Sin embargo, no se detectaron cambios significativos en el metabolito HVA 

(F(2,16)=0.0309, p=0.9696; figura 70C), aunque no se pudo determinar el metabolito DOPAC. 
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Figura 70 Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la actividad de la enzima TH en el 

estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (A) y los niveles de DA (B), así como de su metabolito HVA (C), en extractos 

procedentes del estriado (ng/g) de los animales tratados con α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=6; Toc 40-60 

mg/kg, n=6) frente a los del grupo control (n=7). *p<0.05, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
#
p<0.05 al comparar los animales tratados con α-tocoferol (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni).  
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4.3.3.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el 

estriado y en la glándula pineal  
 

En el hipocampo (figura 71), se observó un aumento de la actividad de la enzima TPH-2 tras 

la administración de los tratamientos con α-tocoferol, con una mayor acumulación de 5-HTP 

(F(2,16)=16.6, p<0.0001; figura 71A) y de la cantidad de 5-HT (F(2,16)=4.18, p=0.0347; figura 

71B), aunque no del metabolito 5-HIAA (F(2,16)=2.74, p=0.0968; figura 71C). Así, se 

incrementaron los niveles de 5-HTP (Toc 20: 53%, p>0.05; Toc 40-60: 117%, p<0.001) y el 

contenido de 5-HT (Toc 20: 157%, p<0.05; Toc 40-60: 139%, p<0.05).  
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Figura 71. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (tras la inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A), los 

niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de 

animales tratados con α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=6; Toc 40-60 mg/kg, n=6) frente a los animales del 

grupo control (n=7). *p<0.05, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
#
p<0.05 al comparar los dos 

grupos con α-tocoferol (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni).  
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Figura 72. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el 

estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes 

del estriado (ng/g) de animales tratados con α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=6; Toc 40-60 mg/kg, n=6) 

frente a los del grupo control (n=7). *p<0.05, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; #p<0.05 

comparando los animales tratados con α-tocoferol (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni).  

 

Resultados similares se observaron en el estriado tras los dos tratamientos con α-tocoferol, 

con una mayor acumulación de 5-HTP (F(2,16)=15.9, p<0.0001; figura 72A) y de la cantidad de 

5-HT (F(2,16)=12.9, p=0.0004; figura 72B), aunque no de los niveles del metabolito 5-HIAA 
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(F(2,16)=0.242, p=0.7878; figura 72C). De esta forma, α-tocoferol incrementó de forma 

significativa los niveles de 5-HTP (Toc 20: 33%, p<0.05; Toc 40-60: 60%, p<0.001) y 5-HT 

(Toc 20: 27%, p<0.05; Toc 40-60: 49%, p<0.001).  

En la glándula pineal (figura 73), se apreció también un incremento de la actividad de TPH-1 

tras la aplicación de α-tocoferol, con un aumento significativo de la acumulación de 5-HTP 

(F(2,16)=16.5, p<0.0001) y del contenido de 5-HT (F(2,16)=18.9, p<0.0001), aunque no de su 

metabolito 5-HIAA (F(2,16)=2.90, p=0.0824). Así, aumentaron los niveles de 5-HTP (Toc 20: 

42%, p>0.05; Toc 40-60: 117%, p<0.001) y de 5-HT (Toc 20: 30%, p>0.05; Toc 40-60: 125%, 

p<0.001). En el caso de 5-HIAA, en el tratamiento Toc 40-60 se observó un incremento 

respecto al control, aunque no significativo (50%, p>0.05). 
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Figura 73. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol sobre la actividad de la enzima TPH-1 en la 

glándula pineal de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (A), 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extracto de glándula pineal 

(ng/pineal) de los animales tratados con α-tocoferol (Toc 20 mg/kg, n=6; Toc 40-60 mg/kg, n=6) frente a 

los del grupo control (n=7). ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
##

p<0.01, 
###

p<0.001 

comparando los animales tratados con α-tocoferol (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni).  

 

4.3.4 Efectos del α-tocoferol sobre las proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 en el 

hipocampo 
 

4.3.4.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 74) se ve significativamente 

modificada (F(3,19)=8.204, p=0.0010). Los resultados tras el tratamiento con α-tocoferol Toc 20 

no presentan cambios respecto a los animales viejos del grupo control (en los que se produjo 

una reducción en la expresión de SIRT1 del 38% en comparación a los jóvenes, p<0.01). Sin 

embargo, los niveles de SIRT1 fueron significativamente incrementados tras el tratamiento Toc 

40-60 (54%, p<0.05) en comparación a los animales viejos del grupo control. 
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Figura 74. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol 

sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 kDa) en 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales tratados con α-tocoferol 20 mg/kg, Toc 20, 

n=5; animales tratados con α-tocoferol 40+60 mg/kg, Toc 

40-60, n=6; animales viejos del grupo control, Vieja, n=6) 

de experimentos realizados por cuadruplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes 

(n=6). **p<0.01 al comparar con los animales jóvenes del 

grupo control; 
#
p<0.05 al comparar con los animales 

viejos del grupo control; 
●
p<0.05 comparando los 

animales tratados con α-tocoferol (ANOVA de un factor, 

seguido por el test de Bonferroni). En la parte inferior de 

la gráfica se muestra un inmunoblot representativo de los 

cambios obtenidos en SIRT1, sin cambios en la ß-actina 

(patrón de carga). 

 

Figura 75. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol 

sobre la expresión de la proteína NF-κB total (65 kDa) 

en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales tratados con α-tocoferol 20 mg/kg, Toc 20, 

n=5; animales tratados con α-tocoferol 40+60 mg/kg, Toc 

40-60, n=6; animales viejos del grupo control, Vieja, 

n=6) de experimentos realizados por cuadruplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes 

(n=6). *p<0.05 al comparar con los animales jóvenes del 

grupo control; 
#
p<0.05 al comparar con los animales 

viejos del grupo control (ANOVA de un factor, seguido 

de Bonferroni). Inmunoblot representativo en la parte 

inferior de la gráfica. 

 

4.3.4.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

La determinación de NF-κB en el hipocampo de animales de los cuatro grupos mostró 

diferencias significativas respecto de la inmunoreactividad de la proteína NF-κB total 

(F(3,19)=4.278, p=0.0182), con una disminución de los niveles de dicha proteína tras el 

tratamiento Toc 20 (29% respecto a los animales viejos del grupo control, p<0.05) y el 

tratamiento Toc 40-60 (15%, p>0.05) (figura 75).  

 

4.3.4.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

Los dos tratamientos con α-tocoferol no revirtieron la reducción de los niveles de Rbap48/46 

en el hipocampo que se produce con la edad (F(3,19)=4.747, p=0.0117) (figura 76). Los animales 

jóvenes son los que presentan los mayores niveles, mientras que los animales viejos muestran 
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una reducción del 40% (p<0.05), los cuales no fueron alterados tras los tratamientos con α-

tocoferol (Toc 20: 45%, p<0.05; Toc 40-60: 40%, p<0.05 en comparación a los jóvenes). 

 

 Figura 76. Efecto de los tratamientos con α-tocoferol 

sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 (48 

kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las 

barras representan el promedio ± error estándar por 

grupo (animales tratados con α-tocoferol 20 mg/kg, Toc 

20, n=5; animales tratados con α-tocoferol 40+60 

mg/kg, Toc 40-60, n=6; animales viejos del grupo 

control, Vieja, n=6) de experimentos realizados por 

triplicado y se expresan como porcentaje respecto a las 

ratas jóvenes (n=6). *p<0.05 al comparar con los 

animales jóvenes del grupo control (ANOVA de un 

factor, seguido por el test de Bonferroni). En la parte 

inferior de la gráfica se muestra un inmunoblot 

representativo. 

 

4.4 Efectos de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre las 

habilidades cognitivas y motoras, la actividad de las enzimas TH y TPH y 

las proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 en el cerebro de ratas viejas 
 

En este apartado se muestran los efectos de los tratamientos con el antioxidante catequina y 

con el extracto de té verde poliphenon 60 (ambos aplicados a una dosis de 20 mg/kg, i.p., 

disueltos en aceite de maíz, durante 28 días, seguido por otra dosis de 40 mg/kg durante 7 días 

más) sobre el proceso de envejecimiento, tanto a nivel comportamental como a nivel 

neuroquímico, en animales viejos. A los animales del grupo control se les administró el 

vehículo de dilución (aceite de maíz, 1 ml/kg/día, i.p.). 

 

4.4.1 Efectos conductuales de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 en 

ratas viejas 
 

4.4.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 

Los resultados en el test del laberinto radial (figura 77) muestran cómo los animales tratados 

con el polifenol catequina (CAT) y los tratados con poliphenon 60 (POL 60) realizaron el test 

de forma más eficiente que los controles. El tiempo necesario para completar la prueba (figura 

77A) está influenciado por el tratamiento (F(2,64)=5.81, p=0.0050), pero no por la duración de los 

tratamientos (F(3,64)=0.383, p=0.7658) ni por la interacción de ambos factores (F(6,64)=1.36, 

p=0.2451). De esta forma, los tratamientos disminuyeron el tiempo en comparación al control 

(CAT: reducción del 49%, p<0.01; POL 60, 39%, p<0.05). En cuanto a los errores cometidos 

(figura 77B), se ven condicionados por el tratamiento (F(2,64)=9.26, p=0.0003) y por la duración 

(F(3,64)=3.37, p=0.0243), pero no por su interacción (F(6,64)=1.10, p=0.3749). Los animales 
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tratados con los antioxidantes cometieron menos errores, tanto en el grupo CAT (36%, p<0.05) 

como en POL 60 (38%, p<0.01) en comparación al control. Finalmente, la distancia (figura 

77C) también está condicionada por el tratamiento (F(2,64)=8.63, p=0.0005) y por la duración 

(F(3,64)=9.82, p<0.0001), pero no por su interacción (F(6,64)=1.35, p=0.2520). En los animales 

tratados con los antioxidantes se redujo significativamente la distancia recorrida (CAT: 26%, 

p<0.05; POL 60: 30%, p<0.01). 
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Figura 77. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la memoria de trabajo 

espacial mediante el test del laberinto radial en ratas viejas (20 meses). Las barras representan el 

promedio ± error estándar del tiempo necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y 

la distancia recorrida (C) de los animales tratados con catequina (20+40 mg/kg, n=6) y con poliphenon 60 

(20+40 mg/kg, n=7) frente a los animales del grupo control (n=6). *p<0.05, **p<0.01 al comparar con el 

grupo control; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01, 

###
p<0.001 comparando los valores obtenidos antes y después de 

realizar los tratamientos en cada grupo (ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

En el test del laberinto de Barnes (utilizado para analizar el aprendizaje visoespacial al 

finalizar los tratamientos), los animales tratados con los antioxidantes CAT y POL 60 ejecutan 

el test de forma más eficaz ya desde el primer entrenamiento, localizando el target en menor 

tiempo en comparación a los animales control y cometiendo menos errores. La latencia (figura 

78A) se ve afectada de forma significativa por el tratamiento (F(2,56)=22, p<0.0001) y el 

entrenamiento (F(3,56)=5.04, p=0.0037), pero no por su interacción (F(6,56)=0.830, p=0.5521). De 

forma similar, los errores cometidos (figura 78B) están condicionados por el tratamiento 

(F(2,56)=20.1, p<0.0001) y el entrenamiento (F(3,56)=2.78, p=0.0492), pero no por su interacción 

(F(6,56)=0.371, p=0.8943). El test de Bonferroni detectó diferencias significativas desde el primer 
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entrenamiento en los tratamientos CAT y POL 60 al comparar con los controles, tanto en la 

latencia como en los errores cometidos. Además, se pudo observar que los animales tratados 

con los antioxidantes utilizaron una mejor estrategia de búsqueda, siguiendo la estrategia directa 

y seriada en mayor número de casos que los controles, en los que predominó la aleatoria (figura 

78C).  
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Figura 78. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la capacidad de 

aprendizaje visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes en ratas viejas (20 meses). Los 

puntos representan el promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo 

del test de Barnes de los animales tratados con catequina (20+40 mg/kg, n=5) y con poliphenon 60 

(20+40 mg/kg, n=6) frente a los animales del grupo control (n=6). Las barras representan el promedio de 

la estrategia seguida en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control (A, B: ANOVA de dos factores, seguido por el 

test de Bonferroni). 

 

4.4.1.2 Memoria episódica 

Los animales de los diferentes grupos no presentan preferencia por ninguno de los dos 

objetos en la fase de familiarización (figura 79A). No obstante, al final del estudio los animales 

tratados con CAT y POL 60 exploran durante más tiempo los dos objetos (64% y 37% 

respectivamente) en relación al grupo control.  

En la fase de test (figura 79B), los resultados se ven afectados por la novedad del objeto 

(F(1,128)=88.297, p<0.0001), por el tratamiento (F(2,128)=4.285, p=0.0160) y por la duración de los 

tratamientos (F(3,128)=4.250, p=0.0069), pero no por las interacciones de los parámetros 

analizados. Los animales tratados con los antioxidantes tienden a explorar más el objeto nuevo 

que el familiar; así, el test de Fisher detectó cambios significativos en el tiempo de exploración 

del objeto nuevo y el objeto familiar a partir de los 15 días en el caso de la CAT y de los 28 días 

en POL 60 hasta el final de los tratamientos. Al finalizar el estudio, los animales del grupo CAT 

exploran un 85% más el objeto nuevo y un 10% menos el familiar que los animales control, 

mientras que en el POL 60 se explora un 86% más el objeto nuevo y un 20% menos el familiar.  

En relación a lo comentado anteriormente, la diferencia entre la exploración del objeto nuevo 

y el familiar (figura 79C) está condicionada por el tratamiento (F(2,64)=8.14, p=0.0008), la 

duración F(3,64)=5.34, p=0.0026) y su interacción (F(6,64)=3.21, p=0.0087). La diferencia del 



Resultados 

126 

tiempo de exploración entre los objetos es superior en los animales tratados con los 

antioxidantes (CAT: 4 veces, p<0.001; POL 60: 4.2 veces, p<0.001) en comparación al control. 
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Figura 79. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la memoria episódica 

mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo en ratas viejas (20 meses). Las barras representan 

el promedio ± error estándar del tiempo de exploración total de cada uno de los objetos en la fase de 

familiarización (A: 1, objeto 1; 2, objeto 2) y la fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar), así 

como la diferencia del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test (C) de 

los animales tratados con catequina (20+40 mg/kg, n=6) y poliphenon 60 (20+40 mg/kg, n=7) frente a los 

animales del grupo control (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con grupo control; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01, 

###
p<0.001 comparando los valores entre el objeto nuevo y el objeto familiar; 

●
p<0.05, 

●●
p<0.01, 

●●●
p<0.001 al comparar los valores obtenidos antes y después de realizar los tratamientos en 

cada grupo (A, B: ANOVA de tres factores, seguido por el test de Fisher PLSD; C: ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.4.1.3 Coordinación motora 

La coordinación motora, analizada mediante el tiempo que los animales permanecían sobre 

la rueda giratoria antes de caer, no mostró cambios significativos tras los tratamientos con CAT 

y POL 60 (figura 80).  
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Figura 80. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la coordinación motora 

mediante el test del rotarod en ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar del tiempo de permanencia sobre la rueda giratoria de los animales tratados con catequina (20 

mg/kg, n=6) y poliphenon 60 (20 mg/kg, n=7) frente a los animales del grupo control (n=6). No se 

detectan diferencias significativas entre los grupos (ANOVA de dos factores, seguido por el test de 

Bonferroni). 

 

4.4.2 Efectos de los antioxidantes catequina y poliphenon 60 sobre las actividades 

tirosina hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) 

cerebrales in vivo 
 

4.4.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en 

el estriado  
 

En el hipocampo (figura 81), se observó que los tratamientos CAT y POL 60 incrementaron 

la actividad de la enzima TH, mostrando una mayor acumulación de DOPA (F(2,15)=14.8, 

p=0.0003; figura 81A) y de la cantidad de NA (F(2,15)=11.2, p=0.0011; figura 81B). Los 

antioxidantes incrementaron los niveles de DOPA (CAT: 158%, p<0.001; POL 60: 109%, 

p<0.01) en comparación a los controles, así como NA (CAT: 28%, p<0.01; POL 60: 31%, 

p<0.01).  
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Figura 81. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la actividad de la enzima 

TH en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de 

la acumulación de DOPA (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 

min) (A) y los niveles de NA (B) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) del grupo catequina 

(20+40 mg/kg, n=5) y poliphenon 60 (20+40 mg/kg, n=6) frente a los animales del grupo control (n=7). 

**p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni).  
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En el estriado (figura 82), la administración de los antioxidantes también incrementó 

significativamente la acumulación de DOPA (F(2,15)=9.08, p=0.0026; figura 82A), la cantidad de 

DA (F(2,15)=7.60, p=0.0053; figura 82B) y su metabolito DOPAC (F(2,15)=7.97, p=0.0044; figura 

82D), aunque no de HVA (F(2,15)=0.727, p=0.4996; figura 82C). Los antioxidantes aumentaron 

DOPA (CAT: 32%, p<0.05; POL 60: 35%, p<0.01), DA (CAT: 26%, p<0.05; POL: 60: 28%, 

p<0.05) y DOPAC (CAT: 42%, cambio no significativo; POL 60: 66%, p<0.01).  
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Figura 82. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la actividad de la enzima 

TH en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (A), los niveles de DA (B) y sus metabolitos HVA (C) y DOPAC (D) en extractos 

procedentes del estriado (ng/g) de los animales tratados con catequina (20+40 mg/kg, n=5) y con 

poliphenon 60 (20+40 mg/kg, n=6) frente a los del grupo control (n=7). *p<0.05, **p<0.01 al comparar 

con el grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni).  

 

4.4.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el 

estriado y en la glándula pineal  
 

La actividad de la enzima TPH-2 en el hipocampo (figura 83) tras la aplicación de los 

antioxidantes también aumentó, con una mayor acumulación de 5-HTP (F(2,15)=6.67, p=0.0085; 

figura 83A) y de la cantidad de 5-HT (F(2,15)=13.6, p=0.0004; figura 83B), aunque no del 

metabolito 5-HIAA (F(2,15)=0.249, p=0.7827; figura 83C). Así, se incrementaron de forma 

significativa los niveles de 5-HTP (CAT: 48%, p<0.05; POL 60: 55%, p<0.05) y 5-HT (CAT: 

18%, p<0.05; POL 60: 33%, p<0.001) en comparación a los animales del grupo control.  
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Figura 83. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la actividad de la enzima 

TPH-2 en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar 

de la acumulación de 5-HTP (tras la inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) 

(A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) 

de animales tratados con catequina (20+40 mg/kg, n=5) y poliphenon 60 (20+40 mg/kg, n=6) frente a los 

animales del grupo control (n=7). *p<0.05, ***p<0.001 al comparar con el grupo control (ANOVA de un 

factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

En el estriado, se observaron cambios significativos tras los tratamientos en la acumulación 

de 5-HTP (F(2,15)=13.2, p=0.0005; figura 84A), la cantidad de 5-HT (F(2,15)=9.74, p=0.0019; 

figura 84B) y su metabolito 5-HIAA (F(2,15)=6.17, p=0.0111; figura 84C). La CAT incrementó 

de forma significativa los niveles de 5-HTP (65%, p<0.01) y aumentó el contenido de 5-HT 

(50%, p<0.01) en comparación al control, de la misma forma que POL 60 (5-HTP: 62%, 

p<0.01; 5-HT: 54%, p<0.01). En el caso de 5-HIAA se puede observar el efecto inverso, con 

una disminución de sus niveles (CAT: 15%, cambio no significativo; POL 60: 18%, p<0.05) en 

comparación al control.  
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Figura 84. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la actividad de la enzima 

TPH-2 en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de 

la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos 

procedentes del estriado (ng/g) de animales tratados con catequina (20+40 mg/kg, n=5) y poliphenon 60 

(20+40 mg/kg, n=6) frente a los animales del grupo control (n=7). *p<0.05, **p<0.01 al comparar con el 

grupo control (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 

 

En la glándula pineal (figura 85) se modificó la actividad de la enzima TPH-1, 

incrementándose de forma significativa los niveles de 5-HTP (F(2,10)=19.2, p=0.0009; figura 

85A), aunque no los de 5-HT (F(2,10)=2.76, p=0.1224; figura 85B) ni 5-HIAA (F(2,10)=3.75, 
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p=0.071; figura 85C). El tratamiento con los dos antioxidantes aumentó de forma significativa 

los niveles de 5-HTP (CAT: 187%, p<0.01; POL 60: 131%, p<0.05) en comparación al control.  
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Figura 85. Efecto de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre la actividad de la enzima 

TPH-1 en la glándula pineal de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la acumulación de 5-HTP (A), 5-HT (B) y 5-HIAA (C) en extracto de glándula pineal 

(ng/pineal) de animales tratados con catequina (20+40 mg/kg, n=4) y poliphenon 60 (20+40 mg/kg, n=4) 

frente a los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01 al comparar con el grupo control 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.4.3 Efectos de los tratamientos con catequina y poliphenon 60 sobre las proteínas 

SIRT1, NF-B y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.4.3.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 86) se ve significativamente 

modificada (F(3,19)=8.271, p=0.0010). Tras la administración de CAT y POL 60 se observó un 

incremento significativo de los niveles de SIRT1 (59% y 61% respectivamente, p<0.01) 

respecto a los animales viejos del grupo control.  

 

Figura 86. Efecto de los tratamientos con catequina y 

poliphenon 60 sobre la expresión de la proteína SIRT1 

(110 kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las 

barras representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales tratados con catequina, 20+40 mg/kg, n=5; 

animales tratados con poliphenon 60, 20+40 mg/kg, n=6; 

animales viejos del grupo control, Vieja, n=6) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). *p<0.05 al 

comparar con los animales jóvenes del grupo control; 
##

p<0.01 al comparar con los animales viejos del grupo 

control (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la gráfica se muestra un 

inmunoblot representativo de los cambios obtenidos en 

SIRT1, sin cambios en la ß-actina (patrón de carga). 
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4.4.3.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

La determinación de NF-κB total en el hipocampo de los cuatro grupos no mostró 

diferencias significativas respecto de la inmunoreactividad de esta proteína (F(3,18)=0.7170, 

p=0.5546), con la metodología seguida en este estudio (figura 87).  

 

 

Figura 87. Efecto de los tratamientos con catequina y 

poliphenon 60 sobre la expresión de la proteína NF-κB 

total (65 kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). 

Las barras representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales tratados con catequina, 20+40 mg/kg, n=5; 

animales tratados con poliphenon 60, 20+40 mg/kg, n=5; 

animales viejos del grupo control, Vieja, n=6) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). No se detectan 

diferencias significativas entre los grupos analizados 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

Inmunoblot representativo en la parte inferior de la gráfica. 

 

4.4.3.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

La expresión de la proteína RbAp48/46 en el hipocampo no se ve modificada por los 

tratamientos. Los animales jóvenes son los que presentan mayores niveles, mientras que los 

animales viejos muestran significativamente una menor proporción de RbAp48/46 

(F(3,19)=6.253, p=0.0039), tanto los controles (40%, p<0.05) como los tratados con CAT (45%, 

p<0.05) y POL 60 (46%, p<0.01) (figura 88). 

 

Figura 88. Efecto de los tratamientos con catequina y 

poliphenon 60 sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 

(48 kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las 

barras representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales tratados con catequina, 20+40 mg/kg, n=5; animales 

tratados con poliphenon 60, 20+40 mg/kg, n=6; animales 

viejos del grupo control, Vieja, n=6) de experimentos 

realizados por triplicado y se expresan como porcentaje 

respecto a las ratas jóvenes (n=6). *p<0.05, **p<0.01 al 

comparar con los animales jóvenes del grupo control 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

Inmunoblot representativo en la parte inferior de la gráfica. 

 

4.5 Efectos del ejercicio y del ejercicio más catequina sobre las 

habilidades cognitivas y motoras, la actividad de las enzimas TH y TPH y 

las proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 en el cerebro de ratas viejas 
 

En este apartado se presentan los efectos del ejercicio físico durante 5 semanas (grupo Ejerc) 

y la combinación del ejercicio físico junto a la administración del antioxidante catequina (20 
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mg/kg durante 28 días, seguido por otra dosis de 40 mg/kg durante 7 días más; grupo Ejerc + 

Cat), tanto a nivel comportamental como a nivel neuroquímico. A los animales del grupo 

control se les administró el vehículo de dilución (aceite de maíz, 1 ml/kg/día, i.p.). 

 

4.5.1 Efectos conductuales del ejercicio y del ejercicio más catequina en ratas viejas 

4.5.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 
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Figura 89. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la memoria de trabajo espacial mediante el test del laberinto radial en 

ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo necesario para 

completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia recorrida (C) de los animales sometidos 

a ejercicio (Ejerc, n=7) y a ejercicio junto al tratamiento con el antioxidante catequina (Ejerc + Cat, n=7) 

frente a los animales del grupo control (n=7). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo 

control; 
###

p<0.001 comparando los valores obtenidos antes y después de realizar los tratamientos en cada 

grupo (ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

Los resultados del test del laberinto radial (figura 89) indican que tanto el ejercicio físico 

como la acción conjunta del ejercicio físico y la catequina mejoran la ejecución del test. El 

tiempo necesario para completar la prueba (figura 89A) se ve significativamente influido por el 

tratamiento (F(2,72)=44.0, p<0.0001), la duración de los tratamientos (F(3,72)=9.94, p<0.0001) y su 

interacción (F(6,72)=6.03, p<0.0001). Así, los tratamientos disminuyeron el tiempo necesario para 

finalizar la prueba (Ejerc: 66%, p<0.001; Ejerc + Cat: 69%, p<0.001) en comparación al control. 

De forma similar, los errores cometidos (figura 89B) están condicionados por el tratamiento 

(F(2,72)=28.4, p<0.0001), la duración (F(3,72)=23.8, p<0.0001) y su interacción (F(6,72)=6.06, 
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p<0.0001). Los animales sometidos al ejercicio cometieron menos errores de forma significativa 

(61%, p<0.001), de igual forma que los animales del grupo Ejerc + Cat (65%, p<0.001), en 

comparación al grupo control. Finalmente, la distancia recorrida (figura 89C) está influenciada 

por el tratamiento (F(2,72)=14.5, p<0.0001) y la duración del tratamiento (F(3,72)=21, p<0.0001), 

pero no por su interacción (F(6,72)=1.78, p=0.1150). Al finalizar los tratamientos, tanto los 

animales del grupo Ejerc como los del grupo Ejerc + Cat recorrieron menos distancia en 

comparación a los animales control (29% y 38% respectivamente, p<0.001). 

 

En el test del laberinto de Barnes, los resultados de la latencia indican que los grupos Ejerc y 

Ejerc + Cat ejecutan el test de forma más eficaz ya desde el primer entrenamiento, localizando 

el target en menos tiempo que los animales control. La latencia (figura 90A) se ve afectada por 

el tratamiento (F(2,72)=35.1, p<0.0001) y el entrenamiento (F(3,72)=5.04, p=0.0037), pero no por 

su interacción (F(6,72)=0.737, p=0.6218). De forma similar, los errores cometidos (figura 90B) 

están condicionados por el tratamiento (F(2,72)=13.3, p<0.0001) y el entrenamiento (F(3,72)=9.23, 

p<0.0001), pero no por su interacción (F(6,72)=0.147, p=0.9890). El ejercicio redujo la latencia y 

los errores en el test de forma significativa, sin que se observara ninguna variación significativa 

por la inclusión del tratamiento con catequina (figura 90A, B). Asimismo, se pudo observar 

como los animales del grupo Ejerc y Ejerc + Cat siguieron principalmente las estrategias seriada 

y directa para localizar la caja de escape, mientras que los controles siguieron mayoritariamente 

la aleatoria (figura 90C). 
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Figura 90. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la capacidad de aprendizaje visoespacial mediante el test del laberinto 

de Barnes en ratas viejas (20 meses). Los puntos representan el promedio ± error estándar de la latencia 

(A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test de Barnes de los animales sometidos a ejercicio (Ejerc, 

n=7) y a ejercicio junto al tratamiento con el antioxidante catequina (Ejerc + Cat, n=7) frente a los 

animales del grupo control (n=7). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % 

respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C) de los animales. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 al comparar con el grupo control (A, B: ANOVA de dos factores, seguido de Bonferroni). 
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4.5.1.2 Memoria episódica 

En la fase de familiarización del test de reconocimiento de objeto nuevo (figura 91A), los 

animales de los diferentes grupos no presentaron preferencia por ninguno de los dos objetos 

situados en el campo abierto, aunque al finalizar el experimento los animales de los grupos 

Ejerc y Ejerc + Cat exploraron durante más tiempo los objetos (93% y 91% respectivamente) en 

relación al grupo control.  
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Figura 91. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la memoria episódica mediante el test de reconocimiento de objeto 

nuevo en ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo de 

exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 1, objeto 1; 2, objeto 2) y la 

fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar), así como la diferencia del tiempo de exploración 

entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test (C) de los animales sometidos a ejercicio (Ejerc, n=7) 

y a ejercicio junto al tratamiento con el antioxidante catequina (Ejerc + Cat, n=7) frente a los animales del 

grupo control (n=7). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; #p<0.05, 

###p<0.001 comparando el tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el objeto familiar; ●●●p<0.001 

al comparar los valores obtenidos antes y después de realizar los tratamientos en cada grupo (A, B: 

ANOVA de tres factores, seguido por el test de Fisher PLSD; C: ANOVA de dos factores, seguido por el 

test de Bonferroni).  
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En la fase de test (figura 91B), ANOVA de tres factores indicó que los valores estaban 

condicionados por el objeto (F(1,144)=296.749, p<0.0001), el tratamiento (F(2,144)=17.179, 

p=0.0327) y la duración de los tratamientos (F(3,144)=2.999, p<0.0001). Asimismo, se detectaron 

diferencias en la interacción entre los parámetros duración x objeto (F(3,144)=10.608, p<0.0001), 

tratamiento x objeto (F(2,144)=15.871, p<0.0001) y tratamiento x duración x objeto (F(6,144)=3.387, 

p=0.0037). Al final del experimento, los animales del grupo Ejerc exploraron un 85% más el 

objeto nuevo y un 16% menos el familiar respecto a los controles, mientras que dicha 

exploración en el caso del grupo Ejerc + Cat fue del 90% más en el objeto nuevo y del 28% 

menos en el familiar.  

En relación a lo comentado anteriormente, la diferencia entre el tiempo de exploración del 

objeto nuevo y el familiar (figura 91C) está influenciada por el tratamiento (F(2,72)=30.7, 

p<0.0001), la duración (F(3,72)=20.5, p<0.0001) y su interacción (F(6,72)=6.55, p<0.0001). Así, la 

diferencia del tiempo de exploración entre los objetos es 3.5 veces superior en los animales del 

grupo Ejerc y 3.9 veces superior en los del grupo Ejerc + Cat en comparación al grupo control.  

 

4.5.1.3 Coordinación motora 
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Figura 92. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la coordinación motora mediante el test del rotarod en ratas viejas. 

Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo de permanencia sobre la rueda giratoria de 

los animales sometidos a ejercicio (Ejerc, n=7) y a ejercicio junto al tratamiento con el antioxidante 

catequina (Ejerc + Cat, n=7) frente a los animales del grupo control (n=7). ***p<0.001 al comparar con el 

grupo control; 
###

p<0.001 comparando los valores obtenidos por cada grupo antes y después de realizar 

los tratamientos (ANOVA de dos factores, seguido de Bonferroni). 

 

El tiempo que los animales permanecen sobre la rueda giratoria (test de rotarod; figura 92) 

está condicionado por el tratamiento (F(2,54)=40.9, p<0.0001), la duración del mismo 

(F(2,54)=35.5, p<0.0001) y su interacción (F(4,54)=9.96, p<0.0001). A partir de los 15 días ya se 

observó un incremento significativo del tiempo en los dos grupos que realizaron ejercicio. Cabe 

indicar que, aunque todos los animales fueron habituados al dispositivo del rotarod en la 

velocidad de mantenimiento (4 rpm), los animales sometidos a ejercicio utilizaban este aparato 
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para la realización del ejercicio físico moderado. Asimismo, se observó una ligera pérdida de 

peso a lo largo del estudio en los dos grupos que realizaron ejercicio (Ejerc: 13.16%, p=0.003; 

Ejerc + Cat: 13.39%, p=0.0001; t-test de Student), lo que pudo favorecer la ejecución del test. 

No se detectaron cambios de peso en el grupo control.  

 

4.5.2 Efectos del ejercicio y del ejercicio más catequina sobre las actividades tirosina 

hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) 

cerebrales in vivo 
 

4.5.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en 

el estriado  
 

Los resultados obtenidos en el hipocampo (figura 93) al analizar la actividad de la TH 

indican que la realización de ejercicio físico, así como la acción conjunta del ejercicio físico y la 

administración del antioxidante catequina, incrementaron la actividad de esta enzima, 

observándose una mayor acumulación del contenido de DOPA (F(2,18)=30.51, p<0.0001; figura 

93A) y de NA disponible (F(2,18)=88.83, p<0.0001; figura 93B). El ejercicio produjo un 

incremento significativo de los niveles de DOPA (102%, p<0.001) en comparación al grupo 

control, aumento que fue aún mayor en el grupo de animales Ejerc + Cat (161%, p<0.001). Esta 

mayor disponibilidad de DOPA en el hipocampo se tradujo en un incremento de la cantidad de 

NA en ambos grupos (77% y 103% respectivamente, p<0.001). 
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Figura 93. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la actividad de la enzima TH en el hipocampo de ratas viejas (20 

meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (tras la 

inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015) (A) y los niveles de NA (B) en extractos 

procedentes del hipocampo (ng/g) de animales sometidos a ejercicio (Ejerc, n=7) y a ejercicio junto al 

tratamiento con el antioxidante catequina (20 mg/kg durante 28 días, seguido por otra dosis de 40 mg/kg 

durante 7 días más) (Ejerc + Cat, n=7) frente a los animales del grupo control (n=7). ***p<0.001 al 

comparar con el grupo control; 
#
p<0.05 comparando los resultados obtenidos por el grupo Ejerc y el 

grupo Ejerc + Cat (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni).  

 

En el estriado, se observó también un mayor contenido de DOPA (F(2,18)=41.41, p<0.0001; 

figura 94A), de la cantidad de DA (F(2,18)=63.07, p<0.0001; figura 94B), así como de sus 
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metabolitos HVA (F(2,18)=25.32, p<0.0001; figura 94C) y DOPAC (F(2,18)=13.40, p=0.0002; 

figura 94D). La aplicación de los tratamientos produjo un incremento significativo de DOPA 

(Ejerc: 25%, p<0.01; Ejerc + Cat: 53%, p<0.001), así como un aumento de DA (Ejerc: 49%, 

p<0.001; Ejerc + Cat: 60%, p<0.001) y de sus metabolitos HVA (Ejerc: 13%, p<0.01; Ejerc + 

Cat: 25%, p<0.001) y DOPAC (Ejerc: 26%, p<0.01; Ejerc + Cat: 33%, p<0.001) en 

comparación a los controles. 
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Figura 94. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la actividad de la enzima TH en el estriado de ratas viejas (20 meses). 

Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (A) y los niveles de DA 

(B), así como de sus metabolitos HVA (C) y DOPAC (D), en tejido fresco (ng/g) en extractos procedentes 

del estriado (ng/g) de los animales sometidos a ejercicio (Ejerc, n=7) y a ejercicio junto al tratamiento con 

catequina (Ejerc + Cat, n=7) frente a los animales del grupo control (n=7, aceite de maíz, 1 ml/kg, i.p.). 

**p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
#
p<0.05, 

###
p<0.001 comparando los resultados 

obtenidos por el grupo Ejerc y el grupo Ejerc + Cat (ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 

 

4.5.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el 

estriado y en la glándula pineal  
 

La actividad de la enzima TPH-2 en el hipocampo (figura 95) aumentó tanto en el grupo 

Ejerc como el grupo Ejerc + Cat, asociado a una mayor acumulación de 5-HTP (F(2,18)=100.2, 

p<0.0001; figura 95A). También aumentó la cantidad de 5-HT (F(2,18)=61.74, p<0.0001; figura 

95B) y de 5-HIAA (F(2,18)=3.425, p=0.0537; figura 95C) en comparación al grupo control. Los 

niveles de 5-HTP se incrementaron en el grupo Ejerc (103%, p<0.001) y aún más en el grupo 

Ejerc + Cat (136%, p<0.001), que conllevó un aumento de 5-HT (36% y 72% respectivamente, 

p<0.001), sin que se observara una alteración significativa de 5-HIAA.  
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Figura 95. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el hipocampo de ratas viejas (20 

meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (tras la 

inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A), los niveles de 5-HT (B) y el 

metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales sometidos a ejercicio 

(Ejerc, n=7) y a ejercicio junto al tratamiento con el antioxidante catequina (Ejerc + Cat, n=7) frente a los 

animales del grupo control (n=7). ***p<0.001 comparando con el grupo control; 
#
p<0.05, 

###
p<0.001 al 

comparar los resultados obtenidos por el grupo Ejerc y el grupo Ejerc + Cat (ANOVA de un factor, 

seguido por el test de Bonferroni). 

 

De forma similar, en el estriado los resultados evidenciaron una modificación significativa 

de la actividad de la TPH-2 en los dos grupos de animales tratados (Ejerc y Ejerc + Cat), 

asociado a un mayor contenido de 5-HTP (F(2,18)=141.2, p<0.0001; figura 96A) y 5-HT 

(F(2,18)=48.73, p<0.0001; figura 96B); sin embargo, no se observaron cambios significativos en 

el metabolito 5-HIAA (F(2,18)=1.232, p=0.3140; figura 96C). Los valores de 5-HTP mostraron 

un incremento significativo tras los tratamientos (Ejerc: 65%, p<0.001; Ejerc + Cat: 83%, 

p<0.001), conllevando un aumento de 5-HT (87% y 132% respectivamente, p<0.001) en 

comparación al grupo control.  
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Figura 96. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el estriado de ratas viejas (20 

meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los niveles 

de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del estriado (ng/g) de animales 

sometidos a ejercicio (Ejerc, n=7) y a ejercicio junto al tratamiento con catequina (Ejerc + Cat, n=7) 

frente a los animales del grupo control (n=7). ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
###

p<0.001 

comparando los resultados obtenidos por el grupo Ejerc y el grupo Ejerc + Cat (ANOVA de un factor, 

seguido por el test de Bonferroni). 

 

La síntesis de 5-HT también se modificó en la glándula pineal (figura 97), con aumentos 

significativos de los niveles de 5-HTP (F(2,16)=23.6, p<0.0001; figura 97A) y 5-HT (F(2,16)=14.9, 
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p=0.0003; figura 97B), aunque no del metabolito 5-HIAA (F(2,16)=0.153, p=0.8595; figura 97C). 

Así, se observó un incremento significativo de 5-HTP (Ejerc: 83%, p<0.001; Ejerc + Cat: 119%, 

p<0.001) y 5-HT (Ejerc: 131%, p<0.001; Ejerc + Cat 132%, p<0.01) en comparación al grupo 

control.  

Control Ejerc Ejerc + Cat
0

2

4

6

8

***
***

5
-H

T
P

 (
n

g
/p

in
e

a
l)

Control Ejerc Ejerc + Cat
0

5

10

15

*** **

5
-H

T
 (

n
g

/p
in

e
a

l)

Control Ejerc Ejerc + Cat
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

5
-H

IA
A

 (
n

g
/p

in
e

a
l)

B)A) C)

 
 

Figura 97. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la actividad de la enzima TPH-1 en la glándula pineal de ratas viejas 

(20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los 

niveles de 5-HT (B) así como del metabolito 5-HIAA (C) en extracto de glándula pineal (ng/pineal) de 

animales sometidos a ejercicio (Ejerc, n=7) y a ejercicio junto al tratamiento con el antioxidante catequina 

(Ejerc + Cat, n=6) frente a los animales del grupo control (n=6). **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con 

el grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.5.3 Efectos del ejercicio y del ejercicio más catequina sobre las proteínas SIRT1, 

NF-κB y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.5.3.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

 

Figura 98. Efecto del ejercicio y de la acción 

conjunta del ejercicio con el tratamiento del 

antioxidante catequina sobre la expresión de la 

proteína SIRT1 (110 kDa) en hipocampo de ratas 

viejas (20 meses). Las barras representan el promedio 

± error estándar por grupo (animales sometidos a 

ejercicio, Ejerc, n=7; ejercicio junto a catequina 

20+40 mg/kg, Ejerc + Cat, n=7; animales viejos del 

grupo control, Vieja, n=6) de experimentos realizados 

por triplicado y se expresan como porcentaje respecto 

a las ratas jóvenes (n=6). ***p<0.001 al comparar con 

los animales jóvenes del grupo control; 
##

p<0.01, 
###

p<0.001 al comparar con los animales viejos del 

grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el 

test de Bonferroni). En la parte inferior de la figura se 

muestra un inmunoblot representativo de los cambios 

obtenidos en SIRT1, sin cambios en la ß-actina 

(patrón de carga). 
 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 98) se vio significativamente 

modificada (F(3,22)=17.48, p<0.0001). Los resultados obtenidos en el grupo Ejerc muestran un 
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incremento significativo de los niveles de SIRT1 respecto a los animales viejos del grupo 

control (32%, p<0.001), del mismo modo que los animales del grupo que practicó ejercicio y 

recibió catequina (26%, p<0.01).  

 

4.5.3.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

Los resultados obtenidos de la inmunoreactividad de la proteína NF-κB total en el 

hipocampo no muestran diferencias significativas tras la aplicación de los diferentes 

tratamientos (F(3,22)=1.197, p=0.3340). De este modo, con el anticuerpo utilizado en este estudio, 

los animales jóvenes presentaron unos niveles similares a los obtenidos en los diferentes grupos 

de animales viejos (control, Ejerc y Ejerc + Cat) (figura 99). 

 

Figura 99. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta 

del ejercicio con el tratamiento del antioxidante 

catequina sobre la expresión de la proteína total (65 

kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las 

barras representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales sometidos a ejercicio, Ejerc, n=7; ejercicio junto 

a catequina 20+40 mg/kg, Ejerc + Cat, n=7; animales 

viejos del grupo control, Vieja, n=6) de experimentos 

realizados por triplicado y se expresan como porcentaje 

respecto a las ratas jóvenes (n=6). No se detectan 

diferencias significativas entre los grupos analizados 

(ANOVA de un factor, seguido de Bonferroni). 

Inmunoblot representativo en la parte inferior de la gráfica. 
 

 

Figura 100. Efecto del ejercicio y de la acción conjunta 

del ejercicio con el tratamiento del antioxidante 

catequina sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 

(48 kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las 

barras representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales sometidos a ejercicio, Ejerc, n=7; ejercicio junto 

a catequina 20+40 mg/kg, Ejerc + Cat, n=7; animales 

viejos del grupo control, Vieja, n=6) de experimentos 

realizados por triplicado y se expresan como porcentaje 

respecto a las ratas jóvenes (n=6). *p<0.05, **p<0.01 al 

comparar con los animales jóvenes del grupo control 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

En la parte inferior de la figura se muestra un inmunoblot 

representativo. 
 

 

4.5.3.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

En el hipocampo, el ejercicio y su acción junto a la catequina no fueron capaces de revertir la 

disminución de la expresión de la proteína RbAp48/46 producida con la edad (F(3,22)=6.052, 

p=0.0036). De este modo, los animales jóvenes son los que presentan mayores niveles, mientras 
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que los animales viejos muestran una menor proporción de RbAp48/46 (33%, p<0.05), 

disminución que también se observa en el grupo Ejerc (38%, p<0.01). En el grupo Ejerc + Cat 

esta reducción (27%) no presentó cambios significativos (figura 100). 

 

4.6 Efectos del enriquecimiento ambiental iniciado a distintas edades (1, 

7 y 18.5 meses de edad) sobre las habilidades cognitivas y motoras, la 

actividad de las enzimas TH y TPH y las proteínas SIRT1, NF-κB y 

RbAp48/46 en el cerebro de ratas viejas 
 

En este apartado aparecen los efectos de la aplicación de tres programas de enriquecimiento 

ambiental, iniciados a partir de 1 mes, de 7 meses y de 18.5 meses de edad hasta los 20 meses, 

sobre el proceso de envejecimiento, tanto a nivel comportamental como a nivel neuroquímico. 

 

4.6.1 Efectos del programa de enriquecimiento ambiental aplicado desde 1 mes de 

edad hasta los 20 meses de vida (enriquecimiento ambiental temprano) 
 

La aplicación del programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo, iniciado a edades 

tempranas (desde 1 mes hasta los 20 meses de edad; grupo EA 1-20), indujo cambios de tipo 

conductual y neuroquímico, sin modificar el peso de los animales en comparación al grupo 

control a lo largo de todo su desarrollo (figura 101). El peso de los animales está condicionado 

por la edad de los animales (F(19,440)=152, p<0.0001), pero no se ve afectado por el tratamiento 

(F(1,440)=0.934, p=0.3343) ni por la interacción de ambos factores (F(19,440)=0.241, p=0.9997). 
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Figura 101. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre el peso de los animales. Los 

puntos representan el promedio ± error estándar del peso (g) de los animales sometidos a enriquecimiento 

ambiental (EA 1-20, n=12) a largo plazo (desde 1 mes de edad hasta los 20 meses) frente a los animales 

del grupo control (n=12). No se detectan diferencias significativas entre los dos grupos (ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 
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4.6.1.1 Efectos conductuales producidos por el programa de enriquecimiento ambiental 

temprano 
 

4.6.1.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 
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Figura 102. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la memoria de trabajo 

espacial mediante el test del laberinto radial. Las barras representan el promedio ± error estándar del 

tiempo necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia recorrida (C) de 

los animales sometidos a enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses; EA 1-20, n=12) frente a 

los animales del grupo control (n=12). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar el grupo control 

(ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni).  
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Los resultados del laberinto radial (figura 102) indican que la aplicación del EA desde 

edades tempranas (1 mes) hasta los 20 meses (EA 1-20) mejora la ejecución del test en 

comparación al grupo control. El tiempo requerido para completar la prueba (figura 102A) se ve 

significativamente influenciado por el tratamiento (F(1,440)=166, p<0.0001), así como por la 

duración (F(19,440)=7.57, p<0.0001) y por su interacción (F(19,440)=2.36, p=0.0011). El EA 

disminuyó el tiempo necesario para finalizar la prueba ya desde los 11 meses de edad (44%, 

p<0.01) hasta el final del tratamiento (38%, p<0.001) en comparación al grupo control. En 

cuanto a los errores cometidos (figura 102B), los resultados se ven condicionados por el 

tratamiento (F(1,440)=249, p<0.0001) y la duración (F(19,440)=2.67, p=0.0002), pero no por su 

interacción (F(19,440)=1.28, p=0.1895). Así, los animales sometidos a EA cometen menos errores 

de forma significativa ya desde los 4 meses (48%, p<0.05) hasta el final del tratamiento 

(reducción del 39%, p<0.01) en comparación al grupo control. Finalmente, la distancia recorrida 

(figura 102C) se ve influenciada por el tratamiento (F(1,440)=261, p<0.0001) y por la duración 

(F(19,440)=4.75, p<0.0001), aunque no por su interacción (F19,440)=1.31, p=0.1723). Los animales 

sometidos a EA recorren menos distancia a partir del segundo mes (30%, p<0.01) hasta el final 

del tratamiento (24%, p<0.01).  

 

En el test del laberinto de Barnes (utilizado para analizar el aprendizaje visoespacial durante 

la aplicación del EA), a los 6 meses los datos de la latencia indican que todos los animales 

poseen capacidad de aprendizaje a lo largo de los diferentes entrenamientos (figura 103). La 

latencia (figura 103A) se ve afectada por el entrenamiento (F(3,64)=4.10, p=0.010), pero no está 

condicionada por el tratamiento (F(1,64)=2.79, p=0.0997) ni por la interacción de ambos dos 

factores (F(3,64)=0.0526, p=0.9840).  

 
 

Figura 103. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la capacidad de aprendizaje 

visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes a los 6 meses de edad. Los puntos representan el 

promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test de Barnes de 

los animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 1 mes de edad hasta los 6 meses (EA 1-6, n=9) 

frente a los animales del grupo control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida 

en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 



Resultados 

144 

En cuanto a los errores cometidos (figura 103B), están condicionados por el tratamiento 

(F(1,64)=10.0, p=0.0024), pero no por los entrenamientos (F(3,64)=1.70, p=0.1762) ni por su 

interacción (F(3,64)=0.319, p=0.8116). La comparación individual mediante el test de Bonferroni 

en la latencia y los errores no detectó diferencias significativas entre grupos de animales. Por 

otra parte, las estrategias seguidas para localizar el target en los animales control fueron 

principalmente la estrategia directa junto a la estrategia seriada. A diferencia de estos resultados, 

los animales sometidos a EA siguieron principalmente la estrategia seriada y la aleatoria.  

A los 12 meses, la latencia (figura 104A) está influida por el entrenamiento (F(3,64)=6.28, 

p=0.0008), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.001, p=0.9949) ni su interacción (F(3,64)=0.496, 

p=0.6866). En cuanto a los errores (figura 104B), se ven afectados por el tratamiento 

(F(1,64)=6.12, p=0.0161) y el entrenamiento (F(3,64)=4.71, p=0.0049), pero no por su interacción 

(F(3,64)=0.156, p=0.9252). La comparación individual mediante el test de Bonferroni en la 

latencia y errores no detectó diferencias significativas. Además, la principal estrategia seguida 

para localizar el target en ambos grupos fue la estrategia seriada (figura 104C).  

 

Figura 104. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la capacidad de aprendizaje 

visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes a los 12 meses de edad. Los puntos representan 

el promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test de Barnes de 

los animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 1 mes de edad hasta los 12 meses (EA 1-12, 

n=9) frente a los animales del grupo control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia 

seguida en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

Finalmente, a los 19 meses la latencia (figura 105A) está condicionada por el tratamiento 

(F(1,64)=3.94, p=0.051) y el entrenamiento (F(3,64)=13, p<0.0001), pero no por su interacción 

(F(3,64)=1.81, p=0.1549). En cuanto a los errores (figura 105B), se ven afectados por el 

entrenamiento (F(3,64)=3.01, p=0.0371), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.525, p=0.4717) ni su 

interacción (F(3,64)=0.504, p=0.6813). La comparación individual mediante el test de Bonferroni 

en la latencia y errores no detectó diferencias significativas. Además, la principal estrategia 

seguida para localizar el target en ambos grupos fue la estrategia seriada y la estrategia 

aleatoria, con una reducción considerable de la estrategia directa en relación a los meses 

anteriores (figura 105C).  
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Figura 105. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la capacidad de aprendizaje 

visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes a los 19 meses de edad. Los puntos representan 

el promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test de Barnes de 

los animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 1 mes de edad hasta los 19 meses (EA 1-19, 

n=9) frente a los animales del grupo control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia 

seguida en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.6.1.1.2 Memoria episódica 

En el test de reconocimiento de objeto nuevo, los datos de la fase de familiarización (figura 

106A) revelan cómo los animales de los dos grupos no presentan preferencia por ninguno de los 

objetos situados en el campo abierto. Por otra parte, los animales sometidos a enriquecimiento 

desde edades tempranas tienden a explorar durante más tiempo los objetos (a los 20 meses el 

tiempo de exploración promedio en el grupo EA 1-20 es un 28% superior al grupo control). 

En la fase de test (figura 106B), ANOVA de tres factores indicó que los valores están 

condicionados por el objeto (F(1,880)=556.207, p<0.0001), por el tratamiento (F(1,880)=91.207, 

p<0.0001) y por la duración de los tratamientos (F(19,880)=3.875, p<0.0001). Asimismo, se 

detectaron diferencias en la interacción entre los parámetros tratamiento x objeto 

(F(1,880)=40.459, p<0.0001). Los cambios observados son debidos a que los animales sometidos a 

enriquecimiento tienden a explorar más el objeto nuevo que el familiar a lo largo de toda su 

vida. Así, mientras que en los animales del grupo control el test de Fisher PLSD no detectó 

diferencias significativas entre el objeto nuevo y el objeto familiar a partir de los 5 meses de 

edad, en el grupo EA 1-20 se encontraron diferencias significativas entre ambos objetos hasta 

los 20 meses (momento en que los animales del grupo EA 1-20 exploran un 54% más el objeto 

nuevo y un 6% menos el familiar que los controles).  

En relación a lo comentado anteriormente, la diferencia entre el tiempo de exploración del 

objeto nuevo y el familiar (figura 107) está influenciada por el tratamiento (F(1,440)=118, 

p<0.0001) y la duración (F(19,440)=3.63, p<0.0001), pero no por su interacción (F(19,440)=0.622, 

p=0.8902). En los animales sometidos a EA, el tiempo de exploración del objeto nuevo menos 

el familiar, en comparación al grupo control, es significativamente superior desde los 15 meses 

de edad (2.5 veces, p<0.05) hasta el final del tratamiento (3 veces, p<0.05).  
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Figura 106. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la memoria episódica 

mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error 

estándar del tiempo de exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 1, 

objeto 1; 2, objeto 2) y la fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar) de los animales sometidos a 

enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses; EA 1-20, n=12) frente a los animales del grupo 

control (C, n=12). **p<0.01, ***p<0.001 al comparar el tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el 

familiar; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01 comparando los valores respecto al grupo control (ANOVA de tres factores, 

seguido por el test de Fisher PLSD). 
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Figura 107. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la memoria episódica 

mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la diferencia del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test de 

los animales sometidos a enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses; EA 1-20, n=12) frente a 

los animales del grupo control (n=12). *p<0.05 al comparar con el grupo control (ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.6.1.1.3 Coordinación motora 

Al analizar la coordinación motora (figura 108), se observa cómo el tiempo que los animales 

permanecen sobre la rueda giratoria antes de caer está condicionado por el tratamiento 

(F(1,440)=11.1, p=0.0009), aunque no por la duración (F(19,440)=0.416, p=0.9868) ni su interacción 

(F(19,440)=0.511, p=0.9581).  
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Figura 108. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la coordinación motora 

mediante el test del rotarod. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo que 

permanecen en la rueda giratoria antes de caer de los animales sometidos a enriquecimiento ambiental a 

largo plazo (1-20 meses; EA 1-20, n=12) frente a los animales del grupo control (n=12). ANOVA de dos 

factores seguido por el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas entre ambos grupos.  
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Sin embargo, aunque con el EA se produjo un incremento del tiempo que los animales 

permanecían sobre la rueda giratoria, el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas. 

Cabe indicar que a nivel cualitativo los animales sometidos a enriquecimiento presentaban un 

comportamiento motor diferente y más complejo, siendo capaces de girar sobre la rueda 

giratoria y permanecer en ella corriendo hacia atrás, o incluso coger impulso para saltar de la 

rueda giratoria, estando también interesados en explorar el dispositivo a la vez que corrían sobre 

la rueda. 

 

4.6.1.2 Efecto del enriquecimiento ambiental temprano sobre las actividades tirosina 

hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales 

in vivo 
 

4.6.1.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en el 

estriado  
 

En el hipocampo, se observó un incremento de la actividad de la enzima TH de ratas viejas 

sometidas a EA a largo plazo (desde 1 mes de edad de los animales hasta los 20 meses) (figura 

109), asociado a una mayor acumulación de DOPA (112%, p=0.0003; figura 109A) y de la 

cantidad de NA (34%, p=0.0064; figura 109B) en comparación al control.  
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Figura 109. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima TH 

en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) 

(A) y los niveles de NA (B) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales sometidos a 

enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses de edad; EA 1-20, n=5) frente a los animales del 

grupo control (n=5). **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control (t-test de Student). 

 

En el estriado (figura 110), se observó también un aumento significativo de la actividad TH 

tras la aplicación del programa de EA, basado en una mayor acumulación de DOPA (81%, 

p=0.0002; figura 110A). Además, se observó un aumento de la DA disponible (47%, p<0.0001; 

figura 110B) y de sus metabolitos HVA (39%, p<0.0001; figura 110C) y DOPAC (35%, 

p=0.028; figura 110D) en comparación al grupo control.  
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Figura 110. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima TH 

en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (A) y los niveles de DA (B), así como de sus metabolitos HVA (C) y DOPAC 

(D), en extractos procedentes del estriado (ng/g) de los animales sometidos a enriquecimiento ambiental a 

largo plazo (1-20 meses; EA 1-20, n=5) frente a los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, 

***p<0.001 al comparar con el grupo control (t-test de Student).  

 

4.6.1.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el estriado 

y en la glándula pineal  
 

En el hipocampo (figura 111), se observó un aumento de la actividad de la enzima TPH-2 

tras la aplicación del programa de EA a largo plazo, con una mayor acumulación de 5-HTP 

(52%, p=0.0049; figura 111A), de 5-HT disponible (22%, p=0.0004; figura 111B) y de los 

niveles del metabolito 5-HIAA (37%, p=0.0070; figura 111C).  

En el estriado, los resultados también evidenciaron un incremento de los niveles de 5-HTP 

(57%, p=0.0047; figura 112A) y 5-HT (119%, p<0.0001; figura 112B), aunque sin cambios en 

el metabolito 5-HIAA (figura 112C).  

En la glándula pineal (figura 113), se puede apreciar un incremento de la actividad de la 

enzima TPH-1 en el grupo EA 1-20 en comparación al control, con aumentos significativos de 

los niveles de 5-HTP (149%, p=0.0004) y 5-HT (83%, p=0.0173), sin ser significativos en la 

cantidad del metabolito 5-HIAA.  
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Figura 111. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima 

TPH-2 en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar 

de la acumulación de 5-HTP (tras la inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) 

(A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) 

de animales sometidos a enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses; EA 1-20, n=5) frente a los 

animales control (n=5). **p<0.01, ***p<0.001 comparando con el grupo control (t-test de Student). 
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Figura 112. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima 

TPH-2 en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de 

la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos 

procedentes del estriado (ng/g) de animales sometidos a enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 

meses; EA 1-20, n=5) frente a los animales control (n=5). **p<0.01, ***p<0.001 en comparación al 

grupo control (t-test de Student). 
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Figura 113. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima 

TPH-1 en la glándula pineal de ratas viejas (20 meses) Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) así como del metabolito 5-HIAA (C) 

en extracto de glándula pineal (ng/pineal) de animales sometidos a enriquecimiento ambiental a largo 

plazo (1-20 meses; EA 1-20, n=5) frente a los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, ***p<0.001 al 

comparar con el grupo control (t-test de Student). 
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4.6.1.3 Efectos del enriquecimiento ambiental temprano sobre las proteínas SIRT1, NF-

κB y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.6.1.3.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 114) se ve significativamente 

modificada por la edad (F(2,21)=18.83, p<0.0001), pero no por el EA. Los animales jóvenes 

presentan los mayores niveles, los cuales se ven significativamente reducidos en los animales 

viejos (36%, p<0.001), no mostrándose un cambio en el grupo EA 1-20.  

 

Figura 114. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo 

plazo sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 kDa) 

en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde edades 

tempranas, EA 1-20, n=9; animales viejos del grupo control, 

Vieja, n=9) de experimentos realizados por triplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). 

***p<0.001 al comparar con los animales jóvenes del grupo 

control (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo de los cambios obtenidos en 

SIRT1, sin cambios en la ß-actina (patrón de carga).  

 

4.6.1.3.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

Los resultados obtenidos en los niveles de NF-κB total en el hipocampo no presentan 

diferencias significativas tras la aplicación del enriquecimiento a largo plazo (F(2,21)=1.311, 

p=0.2908). Con el anticuerpo utilizado en este estudio, los animales jóvenes presentan niveles 

de esta proteína similares a los obtenidos por los animales viejos de los grupos control y EA 

(figura 115). 

 

Figura 115. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo 

plazo sobre la expresión de la proteína NF-κB total (65 

kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde edades 

tempranas, EA 1-20, n=9; animales viejos del grupo control, 

Vieja, n=9) de experimentos realizados por triplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). 

No se detectan diferencias significativas entre los grupos 

analizados (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo. 
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4.6.1.3.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

La expresión de la proteína RbAp48/46 en el hipocampo no se ve modificada por el EA 

(figura 116). Así, los animales viejos muestran una menor proporción significativa de 

RbAp48/46 (34%, p<0.001), disminución que también se observa en el grupo EA 1-20 (27%, 

p<0.01) en comparación a los animales jóvenes (F(2,21)=11.57, p=0.0004).  

 

 

Figura 116. Efecto del enriquecimiento ambiental a largo 

plazo sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 (48 

kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde edades 

tempranas, EA 1-20, n=9; animales viejos del grupo control, 

Vieja, n=9) de experimentos realizados por triplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). 

**p<0.01, ***p<0.001 al comparar con los animales jóvenes 

del grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el test 

de Bonferroni). Inmunoblot representativo en la parte inferior 

de la gráfica. 
 

 

4.6.2 Efectos del programa de enriquecimiento ambiental aplicado desde 7 meses de 

edad hasta los 20 meses de vida (enriquecimiento ambiental intermedio) 
 

El programa de EA aplicado en animales desde los 7 meses de edad hasta alcanzar los 20 

meses (EA 7-20) produce cambios significativos tanto a nivel comportamental como a nivel 

neuroquímico, sin que se modifique el peso corporal en comparación al grupo control. Así, el 

peso (figura 117) está condicionado por la edad de los animales (F(13,301)=10.6, p<0.0001), pero 

no por el tratamiento (F(1,301)=2.43, p=0.1204) ni la interacción de ambos factores 

(F(13,301)=0.260, p=0.9959).  

 

Figura 117. Efecto del 

enriquecimiento ambiental aplicado 

a edades adultas sobre el peso 

corporal. Los puntos representan el 

promedio ± error estándar del peso (g) 

de los animales sometidos a 

enriquecimiento ambiental desde 7 

meses de edad hasta los 20 meses (EA 

7-20, n=12) frente al grupo control 

(n=12). No se detectan diferencias 

significativas mediante ANOVA de 

dos factores seguido por el test de 

Bonferroni. 
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4.6.2.1 Efectos conductuales del programa de enriquecimiento ambiental intermedio 
 

4.6.2.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 
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Figura 118. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la memoria de 

trabajo espacial mediante el test del laberinto radial. Las barras representan el promedio ± error 

estándar del tiempo necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia 

recorrida (C) de los animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad hasta los 20 

meses (EA 7-20, n=12) frente a los animales del grupo control (n=12). *p<0.05, **p<0.01 al comparar 

con el grupo control (ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 
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En el test del laberinto radial (figura 118), los datos muestran cómo la aplicación del EA 

desde edades adultas mejora la ejecución del test en comparación al grupo control. El tiempo 

requerido para completar la prueba (figura 118A) se ve significativamente influido por el 

tratamiento (F(1,301)=101, p<0.0001) y la duración (F(13,301)=2.20, p=0.0098), pero no por su 

interacción (F(13,301)=0.793, p=0.6677). De esta forma, el EA disminuyó el tiempo necesario para 

finalizar la prueba ya desde los 16 meses de edad (42%, p<0.05) hasta el final del tratamiento 

(37%, p<0.05) en comparación al grupo control. Los errores cometidos durante el desarrollo de 

la prueba (figura 118B) están condicionados por el tratamiento (F(1,301)=70.4, p<0.0001), pero no 

por la duración (F(13,301)=0.847, p=0.6098) ni su interacción (F(13,301)=0.733, p=0.7297). Así, los 

animales sometidos a EA cometen menos errores de forma significativa desde los 17 meses 

(36%, p<0.05) hasta el final del tratamiento (33%, p<0.05) en comparación al grupo control. 

Finalmente, la distancia recorrida (figura 118C) está condicionada por el tratamiento 

(F(1,301)=7.24, p=0.0075), pero no por la duración (F(13,301)=0.664, p=0.7976) ni su interacción 

(F13,301)=0.135, p=0.999); el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas entre los dos 

grupos de animales.  

 
 

Figura 119. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la capacidad de 

aprendizaje visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes a los 12 meses de edad. Los puntos 

representan el promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo de las 

pruebas de los animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 meses hasta los 12 meses (EA 7-

12, n=9) frente a los animales del grupo control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia 

seguida en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

Para analizar el aprendizaje visoespacial, el test del laberinto de Barnes se realizó a los 12 y 

19 meses de edad. A los 12 meses, la latencia (figura 119A) estuvo condicionada por el 

entrenamiento (F(3,64)=10.8, p<0.0001), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.0183, p=0.8929) ni 

por la interacción (F(3,64)=0.840, p=0.4772). En cuanto a los errores cometidos (figura 119B), se 

vieron afectados por el entrenamiento (F(3,64)=5.07, p=0.0033), pero no por el tratamiento 

(F(1,64)=0.138, p=0.7118) ni su interacción (F(3,64)=0.662, p=0.5782). La comparación individual 

mediante el test de Bonferroni en la latencia y errores no detectó diferencias significativas entre 

grupos de animales. La principal estrategia seguida para localizar el target en ambos grupos fue 

la estrategia seriada (figura 119C). 
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A los 19 meses, la latencia (figura 120A) estuvo influenciada por el entrenamiento 

(F(3,64)=13.1, p<0.0001), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.860, p=0.3575) ni su interacción 

(F(3,64)=0.987, p=0.4052). Además, los errores (figura 120B) se vieron afectados por el 

entrenamiento (F(3,64)=3.85, p=0.0134), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.420, p=0.5194) ni su 

interacción (F(3,64)=0.420, p=0.7394). La comparación individual mediante el test de Bonferroni 

en la latencia y errores no detectó diferencias significativas. En cuanto a la estrategia seguida 

para la localización del target, no se observaron mejoras debido al EA.  

 

Figura 120. Efecto del enriquecimiento ambiental desde los 7 meses de edad sobre la capacidad de 

aprendizaje visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes a los 19 meses de edad. Los puntos 

representan el promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo de las 

pruebas de los animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 meses hasta los 19 meses (EA 7-

19, n=9) frente a los animales del grupo control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia 

seguida en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.6.2.1.2 Memoria episódica 

En la fase de familiarización (figura 121A), los animales de los diferentes grupos no 

presentaron una preferencia por ninguno de los dos objetos situados en el campo abierto. No 

obstante, al final del estudio el tiempo de exploración promedio de los objetos en los animales 

del grupo EA 7-20 es un 37% superior al grupo control.  

En la fase de test (figura 121B), ANOVA de tres factores indicó que los resultados se ven 

condicionados por el objeto (F(1,590)=303.452, p<0.0001), por el tratamiento (F(1,590)=24.694, 

p<0.0001) y por la duración del tratamiento (F(13,590)=3.855, p<0.0001). Asimismo, se detectaron 

diferencias en la interacción de los parámetros tratamiento x objeto (F(1,590)=21.985, p<0.0001). 

Los cambios observados son debidos a que los animales sometidos a enriquecimiento tienden a 

explorar más el objeto nuevo que el familiar a lo largo de toda su vida. De esta forma, mientras 

que en los animales del grupo control el test de Fisher PLSD no detectó diferencias 

significativas entre el objeto nuevo y el objeto familiar a partir de los 11 meses de edad, en los 

animales del grupo EA 7-20 encontró diferencias significativas hasta los 20 meses (momento en 

que el grupo EA 7-20 explora un 47% más el objeto nuevo y un 18% menos el objeto familiar 

que el grupo control).  
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Figura 121. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la memoria 

episódica mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± 

error estándar del tiempo de exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 

1, objeto 1; 2, objeto 2) y la fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar) de los animales sometidos 

a enriquecimiento ambiental desde 7 meses hasta los 20 meses de edad (EA 7-20, n=12) frente a los 

animales del grupo control (C, n=12). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparando el tiempo de 

exploración entre el objeto nuevo y el objeto familiar; 
#
p<0.05 al comparar con el grupo control (ANOVA 

de tres factores, seguido por el test de Fisher PLSD). 

 

En relación a lo comentado anteriormente, la diferencia del tiempo de exploración entre el 

objeto nuevo y el familiar (figura 122) está condicionada por el tratamiento (F(1,301)=39.8, 

p<0.0001), aunque no por la duración (F(13,301)=0.753, p=0.7097) ni su interacción 



Resultados 

157 

(F(13,301)=0.597, p=0.8565). Aunque con el enriquecimiento se produce un incremento de la 

diferencia del tiempo de exploración del objeto nuevo menos el objeto el familiar, el test de 

Bonferroni no detectó diferencias significativas. 
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Figura 122. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la memoria 

episódica mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± 

error estándar de la diferencia del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de 

test de los animales sometidos a enriquecimiento ambiental intermedio (7-20 meses de edad; EA 7-20, 

n=12) frente a los animales del grupo control (n=12). ANOVA de dos factores seguido por el test de 

Bonferroni no detectó diferencias significativas entre ambos grupos. 

 

4.6.2.1.3 Coordinación motora 
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Figura 123. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad frente a los animales del 

grupo control sobre la coordinación motora mediante el test del rotarod. Las barras representan el 

promedio ± error estándar del tiempo que permanecen en la rueda giratoria antes de caer de los animales 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 hasta 20 meses de edad (EA 7-20, n=12) frente a los 

animales del grupo control (n=12). ANOVA de dos factores seguido por el test de Bonferroni no detectó 

diferencias significativas entre ambos grupos.  

 

Al analizar la coordinación motora (figura 123), el tiempo que los animales permanecen 

sobre la rueda giratoria antes de caer está condicionado por el tratamiento (F(1,301)=5.28, 

p=0.0222), pero no por la duración (F(13,301)=0.461, p=0.9444) ni la interacción de ambos 
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factores (F(13,301)=0.502, p=0.9229). El test de Bonferroni no detectó diferencias significativas. 

Cabe indicar que a nivel cualitativo los animales sometidos a enriquecimiento presentaban un 

comportamiento motor diferente y más complejo, siendo capaces de girar sobre la rueda 

giratoria y permanecer sobre ella corriendo hacia atrás, o tomar impulso para saltar de la rueda 

giratoria, tal y como también se ha descrito en el grupo de animales sometidos a EA desde 1 

mes de vida. 

 

4.6.2.2 Efectos del enriquecimiento ambiental intermedio sobre las actividades tirosina 

hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales 

in vivo 
 

4.6.2.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en el 

estriado  
 

En el hipocampo (figura 124), el programa de EA aplicado a partir de los 7 meses 

incrementó la actividad de la enzima TH, con una mayor acumulación de DOPA (67%, 

p=0.0055; figura 124A) y de la cantidad de NA disponible (24%, p<0.0298; figura 124B) en 

comparación a los animales del grupo control. 
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Figura 124. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la actividad de la 

enzima TH en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la acumulación de DOPA (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 

durante 30 min) (A) y los niveles de NA (B) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde los 7 hasta los 20 meses de edad (EA 7-20, n=5) frente a los 

animales del grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01 comparando con el grupo control (t-test de Student).  

 

En el estriado, la aplicación del EA (figura 125) también produjo una mayor actividad de 

TH, con un aumento de DOPA (27%, p=0.0064; figura 125A) en comparación a los animales 

del grupo control. Además, aumentó la cantidad de DA disponible (36%, p<0.0001; figura 

125B) y de sus metabolitos HVA (37%, p=0.0115; figura 125C) y DOPAC (32%, p=0.0237; 

figura 125D).  
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Figura 125. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la actividad de la 

enzima TH en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la acumulación de DOPA (A) y los niveles de DA (B), así como de sus metabolitos HVA (C) 

y DOPAC (D), en extractos procedentes del estriado (ng/g) de los animales sometidos a enriquecimiento 

ambiental (desde 7 hasta 20 meses de edad) (EA 7-20, n=5) frente a los animales del grupo control (n=5). 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 en comparación al grupo control (t-test de Student).  

 

4.6.2.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el estriado 

y en la glándula pineal  
 

En el hipocampo, el EA aplicado desde los 7 meses aumentó la actividad de la enzima TPH-

2 (figura 126), observándose un incremento de la acumulación de 5-HTP (41%, p=0.0031; 

figura 126A), del contenido de 5-HT (26%, p=0.0004; figura 126B) y del metabolito 5-HIAA 

(16%, p<0.033; figura 126C) frente al control.  

En el estriado, los animales sometidos a EA también mostraron una mayor acumulación de 

5-HTP (43%, p=0.0010; figura 127A) en comparación al grupo control, acompañado por un 

aumento significativo de 5-HT (96%, p<0.0001; figura 127B), sin observarse cambios en 5-

HIAA (figura 127C). 
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Figura 126. Efecto del enriquecimiento ambiental desde los 7 meses de edad sobre la actividad de la 

enzima TPH-2 en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la acumulación de 5-HTP (tras la inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 

min) (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo 

(ng/g) de animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 meses hasta los 20 meses de edad (EA 

7-20, n=5) frente al grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo 

control (t-test de Student). 
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Figura 127. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la actividad de la 

enzima TPH-2 en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en 

extractos procedentes del estriado (ng/g) de animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 

hasta los 20 meses de edad (EA 7-20, n=5) frente a los animales del grupo control (n=5). ***p<0.001 en 

comparación al grupo control (t-test de Student). 
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Figura 128. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 meses de edad sobre la actividad de la 

enzima TPH-1 en la glándula pineal de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± 

error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B), así como del metabolito 5-HIAA 

(C), en extracto de glándula pineal (ng/pineal) de animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde 

7 meses hasta los 20 meses de edad (EA 7-20, n=4) frente a los animales del grupo control (n=4). 

*p<0.05, **p<0.01 comparando con el grupo control (t-test de Student). 
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En la glándula pineal (figura 128), se pudo apreciar un aumento de la actividad de TPH-1 en 

el grupo EA 7-20. De esta forma, se incrementó la acumulación de 5-HTP (80%, p=0.0238; 

figura 128A), así como los niveles de 5-HT (108%, p=0.0018; figura 128B) y del metabolito 5-

HIAA (110%, p=0.0055; figura 128C).  

 

4.6.2.3 Efectos del enriquecimiento ambiental intermedio sobre las proteínas SIRT1, 

NF-κB y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.6.2.3.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 129) se ve significativamente 

modificada por la edad (F(2.19)=23.33, p<0.0001), pero no por el EA. Los animales jóvenes son 

los que presentan mayores niveles de esta proteína, mientras que en los animales viejos se 

produce una reducción significativa (32%, p<0.001), disminución que no es revertida en el 

grupo EA 7-20 (32%, p<0.001 respecto a los jóvenes).  

 

Figura 129. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 

meses de edad sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 

kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 meses, EA 7-20, 

n=8; animales viejos del grupo control, Vieja, n=8) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). ***p<0.001 al 

comparar con los animales jóvenes del grupo control (ANOVA 

de un factor, seguido por el test de Bonferroni). En la parte 

inferior de la figura se muestra un inmunoblot representativo de 

los cambios obtenidos en SIRT1, sin cambios en la ß-actina 

(patrón de carga).  

 

4.6.2.3.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

 

Figura 130. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 

meses de edad sobre la expresión de la proteína NF-κB total 

(65 kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde 7 meses, EA 7-20, 

n=8; animales viejos del grupo control, Vieja, n=8) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). No se detectan 

diferencias significativas entre los grupos analizados (ANOVA 

de un factor, seguido por el test de Bonferroni). Inmunoblot 

representativo en la parte inferior de la gráfica. 
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Los niveles de NF-κB total en el hipocampo (figura 130) no muestran diferencias 

significativas tras la aplicación del programa de EA (F(2,19)=1.717, p=0.2063). De este modo, 

con la metodología seguida en este estudio, los animales jóvenes presentan niveles de la 

proteína NF-κB similares a los obtenidos tanto por los animales viejos del grupo control como 

por los animales sometidos a enriquecimiento. 

 

4.6.2.3.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

La expresión de la proteína RbAp48/46 en el hipocampo (figura 131) no se ve modificada 

por la aplicación del EA, observándose solamente el efecto descrito por la edad (F(2,19)=34.47, 

p<0.0001). Los animales jóvenes son los que presentan mayores niveles de esta proteína, 

mientras que los animales viejos muestran una reducción significativa de RbAp48/46 (41%, 

p<0.001), similar a la observada en el grupo EA 7-20 (38%, p<0.001 respecto a los jóvenes). 

 

 

Figura 131. Efecto del enriquecimiento ambiental desde 7 

meses de edad sobre la expresión de la proteína 

RbAp48/46 (48 kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 

meses). Las barras representan el promedio ± error estándar 

por grupo (animales sometidos a enriquecimiento ambiental 

desde 7 meses, EA 7-20, n=8; animales viejos del grupo 

control, Vieja, n=8) de experimentos realizados por triplicado 

y se expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes 

(n=6). ***p<0.001 al comparar con los animales jóvenes del 

grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo. 
 

 

4.6.3 Efectos del enriquecimiento ambiental desde 18.5 meses de edad hasta los 20 

meses de vida (enriquecimiento ambiental tardío) 
 

En este apartado aparecen los efectos del programa de enriquecimiento ambiental iniciado en 

animales viejos de 18.5 meses de edad, tanto a nivel comportamental como neuroquímico. 

 

4.6.3.1 Efectos conductuales producidos por el programa de enriquecimiento ambiental 

tardío 
 

4.6.3.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 

 

En el test del laberinto radial (memoria de trabajo espacial) (figura 132), la aplicación del 

EA en animales viejos (EA 18.5-20) no mejora la ejecución del test en comparación al control. 

No se detectaron diferencias significativas entre los grupos en el tiempo requerido para realizar 

el test (figura 132A), en los errores (figura 132B) ni en la distancia recorrida (figura 132C). 
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Figura 132. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la memoria de trabajo 

espacial mediante el test del laberinto radial. Las barras representan el promedio ± error estándar del 

tiempo necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia recorrida (C) de 

los animales viejos sometidos a enriquecimiento ambiental (desde los 18.5 a los 20 meses de edad, EA 

18.5-20, n=7) frente a los animales del grupo control (20 meses, n=6). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados (t-test de Student). 

 

En el aprendizaje visoespacial (analizado mediante el test del laberinto de Barnes al finalizar 

el programa de EA), la latencia (figura 133A) está afectada por el entrenamiento (F(3,44)=6.44, 

p=0.0010), pero no por el tratamiento (F(1,44)=0.245, p=0.6228) ni por la interacción de ambos 

factores (F(3,44)=0.359, p=0.7832). De igual manera, los errores cometidos (figura 133B) están 

condicionados por el entrenamiento (F(3,44)=4.05, p=0.0126), pero no por el tratamiento 

(F(1,44)=0.234, p=0.6306) ni su interacción (F(3,44)=0.0805, p=0.9702). El test de Bonferroni no 

detectó diferencias significativas entre los dos grupos experimentales. Además, en la estrategia 

seguida no se observaron cambios destacables entre los dos grupos (figura 133C). 

 

Figura 133. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la capacidad de 

aprendizaje visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes. Los puntos representan el promedio 

± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test de Barnes de los animales 

viejos sometidos a enriquecimiento ambiental desde los 18.5 meses hasta los 20 meses de edad (EA 18.5-

20, n=7) frente a los animales del grupo control (20 meses, n=6). Las barras representan el promedio de la 

estrategia seguida en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan 

diferencias significativas entre los grupos analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: 

ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 
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4.6.3.1.2 Memoria episódica 

Los animales de los dos grupos no presentan una preferencia por ninguno de los dos objetos 

situados en el campo abierto en la fase de familiarización (figura 134A). En la fase de test 

(figura 134B) tampoco se detectaron diferencias significativas en la exploración de los objetos 

entre los dos grupos de animales. En relación a estos resultados, no se detectaron cambios 

significativos en la diferencia del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar 

(figura 134C). 

 

Figura 134. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la memoria episódica 

mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error 

estándar del tiempo de exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 1, 

objeto 1; 2, objeto 2) y la fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar), así como la diferencia del 

tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test (C), de los animales viejos 

sometidos a enriquecimiento ambiental desde los 18.5 a los 20 meses de edad (EA 18.5-20, n=7) frente a 

los animales del grupo control (20 meses, n=6). No se detectan diferencias significativas entre los grupos 

analizados (A, B: ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni; C: t-test de Student). 

 

4.6.3.1.3 Coordinación motora 

La coordinación motora no se ve modificada tras la aplicación del EA en animales viejos 

(figura 135). 

 

 

Figura 135. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales 

viejos sobre la coordinación motora mediante el test del 

rotarod. Las barras representan el promedio ± error estándar del 

tiempo que permanecen en la rueda giratoria antes de caer de los 

animales sometidos a enriquecimiento ambiental a partir de los 

18.5 meses hasta los 20 meses (EA 18.5-20, n=7) frente a los 

controles (20 meses, n=6). No se detectan diferencias significativas 

entre grupos (t-test de Student).  
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4.6.3.2 Efectos del enriquecimiento ambiental tardío sobre las actividades tirosina 

hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales 

in vivo 
 

4.6.3.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en el 

estriado  
 

En el hipocampo, la actividad de la enzima TH (figura 136) tras el EA se incrementó 

ligeramente en comparación al grupo control, asociado a una mayor acumulación de DOPA 

(22%, p<0.0426; figura 136A), aunque sin cambios en la cantidad de NA (p=0.7895; figura 

136B).  
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Figura 136. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la actividad de la enzima 

TH en el hipocampo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA 

(A) (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A) y los niveles de 

NA (B) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales viejos sometidos a enriquecimiento 

ambiental de los 18.5 hasta los 20 meses de edad (EA 18.5-20, n=7) frente a los animales del grupo 

control (20 meses, n=6). *p<0.05 al comparar con el grupo control (t-test de Student).  

 

En el estriado no se pudo observar una variación significativa de la actividad de la TH 

(p=0.1196; figura 137A), aunque en el grupo EA 18.5-20 se observó un ligero aumento de los 

niveles de DA (10%, p=0.052; figura 137B) frente al grupo control, sin modificaciones 

significativas en los metabolitos HVA (p=0.8083; figura 137C) y DOPAC (p=0.3435; figura 

137D).  

 

4.6.3.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el estriado 

y en la glándula pineal  
 

En el hipocampo (figura 138), el EA aplicado en animales viejos incrementó la actividad de 

la enzima TPH-2, asociado a una mayor acumulación de 5-HTP (13%, p=0.0378; figura 138A), 

aunque sin modificaciones en la cantidad de 5-HT (p=0.0868; figura 138B) ni en el metabolito 

5-HIAA (p=0.7638; figura 138C).  



Resultados 

166 

Control EA 18.5-20
0

200

400

600

800

D
O

P
A

 (
n

g
/g

 t
e
ji
d

o
)

Control EA 18.5-20
0

2000

4000

6000

8000

*

D
A

 (
n

g
/g

 t
e

ji
d

o
)

Control EA 18.5-20
0

200

400

600

H
V

A
 (

n
g

/g
 t

e
ji
d

o
)

Control EA 18.5-20
0

100

200

300

D
O

P
A

C
 (

n
g

/g
 t

e
ji
d

o
)

A) B)

C) D)

 
Figura 137. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la actividad de la enzima 

TH en el estriado. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA 

(después de la inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A) y los niveles de DA 

(B), así como de sus metabolitos HVA (C) y DOPAC (D), en extractos procedentes del estriado (ng/g) de 

los animales sometidos a enriquecimiento ambiental (EA 18.5-20, desde los 18.5 a los 20 meses de edad, 

n=7) frente a los animales del grupo control (20 meses, n=6). *p≤0.05 al comparar con el grupo control 

(t-test de Student).  
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Figura 138. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la actividad de la enzima 

TPH-2 en el hipocampo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-

HTP (tras la inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A), los niveles de 5-HT 

(B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de animales sometidos a 

enriquecimiento ambiental (desde los 18.5 a los 20 meses de edad, EA 18.5-20, n=7) frente a los animales 

del grupo control (20 meses, n=6). *p<0.05 comparando los resultados obtenidos por el grupo EA 18.5-20 

y el grupo control (t-test de Student). 

 

En el estriado, los resultados no evidenciaron una modificación significativa de la actividad 

de TPH-2 entre los dos grupos, sin cambios en los niveles de 5-HTP (p=0.1704; figura 139A), 

ni en 5-HT (p=0.2712; figura 139B) y 5-HIAA (p=0.5663; figura 139C). 

En la glándula pineal (figura 140), no se aprecian cambios significativos en la actividad de 

TPH-1 entre el grupo EA 18.5-20 y el control, no detectándose cambios en los niveles de 5-HTP 
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(p=0.4446; figura 140A), de 5-HT (p=0.1790; figura 140B) o del metabolito 5-HIAA 

(p=0.3860; figura 140C).  

Control EA 18.5-20
0

50

100

150

200

5
-H

T
P

 (
n

g
/g

 t
e

ji
d

o
)

Control EA 18.5-20
0

200

400

600

5
-H

T
 (

n
g

/g
 t

e
ji

d
o

)
Control EA 18.5-20

0

500

1000

1500

5
-H

IA
A

 (
n

g
/g

 t
e

ji
d

o
)

A) B) C)

 

Figura 139. Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la actividad de la enzima 

TPH-2 en el estriado. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP 

(A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del estriado (ng/g) de 

animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde los 18.5 a los 20 meses de edad (EA 18.5-20, n=7) 

frente a los animales del grupo control (20 meses, n=6). No se detectan diferencias significativas entre los 

grupos analizados (t-test de Student). 
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Figura 140 Efecto del enriquecimiento ambiental en animales viejos sobre la actividad de la enzima 

TPH-1 en la glándula pineal. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 

5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extracto de glándula pineal 

(ng/pineal) de los animales viejos sometidos a enriquecimiento ambiental (de 18.5 a 20 meses de edad, 

EA 18.5-20, n=7) frente a los animales del grupo control (20 meses, n=6). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados (t-test de Student). 

 

4.6.3.3 Efectos del enriquecimiento ambiental tardío sobre las proteínas SIRT1, NF-κB 

y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.6.3.3.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 141) solamente se encuentra 

significativamente modificada por la edad (F(2,17)=52.98, p<0.0001). Los animales jóvenes 

presentan los mayores niveles, mientras que dichos valores están significativamente reducidos 

en los animales viejos (grupo control: 34%, p<0.001; grupo EA 18.5-20: 30%, p<0.001).  

 



Resultados 

168 

Figura 141. Efecto del enriquecimiento ambiental en 

animales viejos sobre la expresión de la proteína SIRT1 

(110 kDa) en hipocampo. Las barras representan el promedio 

± error estándar por grupo (animales sometidos a 

enriquecimiento ambiental desde los 18.5 meses, EA 18.5-20, 

n=7; animales viejos del grupo control, Vieja, n=7) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). ***p<0.001 

comparando los valores de los diferentes grupos respecto a los 

animales jóvenes del grupo control (ANOVA de un factor, 

seguido por el test de Bonferroni). En la parte inferior de la 

figura se muestra un inmunoblot representativo de los 

cambios obtenidos en SIRT1, sin cambios en la ß-actina 

(patrón de carga).  
 

 

4.6.3.3.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

Los niveles de NF-κB total en hipocampo (figura 142) no muestran diferencias significativas 

(F(2,17)=1.353, p=0.2849). De este modo, con el anticuerpo utilizado en este estudio, los jóvenes 

presentan niveles de esta proteína similares a los obtenidos por los animales viejos (tanto 

controles como del grupo EA 18.5-20).  

 

Figura 142. Efecto del enriquecimiento ambiental en 

animales viejos sobre la expresión de la proteína NF-κB 

total (65 kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las 

barras representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales sometidos a enriquecimiento ambiental desde los 

18.5 meses, EA 18.5-20, n=7; animales viejos del grupo 

control, Vieja, n=7) de experimentos realizados por triplicado 

y se expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes 

(n=6). No se detectan diferencias significativas entre los 

grupos analizados (ANOVA de un factor, seguido por el test 

de Bonferroni). Inmunoblot representativo en la parte inferior 

de la gráfica. 

 

4.7 Efectos del enriquecimiento ambiental y una dieta rica en 

antioxidantes desde los 14 meses de edad hasta los 20 meses de vida sobre 

las habilidades cognitivas y motoras, la actividad de las enzimas TH y 

TPH y las proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 en el cerebro de ratas 

viejas 
 

En este apartado se muestran los efectos de la administración de una dieta rica en 

antioxidantes (Dieta; desde los 14 meses de edad de los animales hasta alcanzar los 20 meses), 

así como de la aplicación conjunta de dicha dieta (desde los 14 hasta los 20 meses de edad) 

junto a un programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo (desde 1 mes de edad hasta 
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alcanzar los 20 meses) (Dieta + EA), sobre el proceso de envejecimiento tanto a nivel 

comportamental como a nivel neuroquímico. 

Al analizar el peso corporal de los animales (figura 143) de los tres grupos, la respuesta se ve 

condicionada por el tratamiento (F(2,154)=15.7, p<0.0001) y por la edad de los animales 

(F(6,154)=2.15, p=0.0506), pero no por la interacción de ambos factores (F(12,154)=0.212, 

p=0.9978). Sin embargo, el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas. 
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Figura 143. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre el peso corporal. Los puntos representan 

el promedio ± error estándar del peso (g) de los animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes 

(Dieta, n=6, desde los 14 a los 20 meses de edad) y a la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo (desde 1 mes de edad hasta los 20 meses) (Dieta + 

EA, n=7) frente a los animales del grupo control (n=5). El test de Bonferroni no detectó diferencias 

significativas entre grupos. 

 

4.7.1 Efectos conductuales producidos por una dieta rica en antioxidantes y el 

enriquecimiento ambiental 
 

4.7.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 

Los resultados del laberinto radial (figura 144) muestran cómo la dieta rica en antioxidantes, 

así como la acción conjunta de dicha dieta y del EA desde edades tempranas, mejoran la 

ejecución del test en comparación al grupo control. El tiempo requerido para completar la 

prueba (figura 144A) se ve influenciado por el tratamiento (F(2,154)=40.9, p<0.0001, pero no está 

condicionado por la duración (F(6,154)=0.613, p=0.7197) ni por su interacción (F(12,154)=0.733, 

p=0.7174). De esta forma, al final del tratamiento el grupo Dieta redujo significativamente el 

tiempo necesario para completar la prueba (42%, p<0.05) en comparación al grupo control, de 

la misma forma que el grupo Dieta + EA (47%, p<0.01). En cuanto a los errores cometidos 

(figura 144B), están condicionados por el tratamiento (F(2,154)=69.8, p<0.0001) y la duración 

(F(6,154)=2.60, p=0.0198), pero no por su interacción (F(12,154)=1.04, p=0.417). Así, a los 20 meses 

los animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes cometen menos errores (34%, p<0.05) 

en comparación al grupo control, de la misma forma que los animales del grupo Dieta + EA 

(73%, p<0.001).  
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Figura 144. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo en ratas sobre la memoria de trabajo 

espacial mediante el test del laberinto radial. Las barras representan el promedio ± error estándar del 

tiempo necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia recorrida (C) de 

los animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción 

conjunta de dicha dieta (14-20 meses de edad) junto a un programa de enriquecimiento ambiental a largo 

plazo (1-20 meses de edad) (Dieta + EA, n=7) frente a los animales del grupo control (20 meses, n=5). 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
#
p<0.05 comparando los grupos Dieta 

y Dieta + EA (ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 
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Finalmente, la distancia recorrida (figura 144C) está condicionada por el tratamiento 

(F(2,154)=40.8, p<0.0001), aunque no por la duración (F(6,154)=0.748, p=0.612) ni su interacción 

(F(12,154)=0.204, p=0.9981). A los 20 meses, los animales del grupo Dieta recorren menos 

distancia (11%) en comparación al grupo control, aunque no de forma significativa; a 

diferencia, el grupo Dieta + EA redujo significativamente la distancia recorrida en comparación 

al grupo control (30%, p<0.01). 

 

En el test del laberinto de Barnes, los animales del grupo Dieta y los del grupo Dieta + EA 

ejecutan el test de forma más eficaz, localizando el target en menor tiempo en comparación a 

los animales control. La latencia (figura 145A) está condicionada por el entrenamiento 

(F(3,72)=20.4, p<0.0001), por el tratamiento (F(2,72)=39.4, p<0.0001) y por su interacción 

(F(6,72)=6.66, p<0.0001). En cuanto a los errores cometidos (figura 145B), se ven influenciados 

por el tratamiento (F(2,72)=27.5, p<0.0001) y el entrenamiento (F(3,72)=3.23, p=0.0274), aunque 

no por su interacción (F(6,72)=1.19, p=0.3231). Además, el test de Bonferroni detectó diferencias 

significativas en el primer y segundo entrenamiento, indicando que los animales del grupo Dieta 

y del grupo Dieta + EA recuerdan mejor la localización del target, aprendida el día anterior en 

la fase de familiarización, que los animales control. Las estrategias seguidas para localizar el 

target en los animales del grupo control fueron principalmente la estrategia aleatoria junto a la 

estrategia seriada. A diferencia de estos resultados, los animales de los grupos Dieta y Dieta + 

EA siguieron principalmente la estrategia seriada y la directa (figura 145C). 

 

 
 

Figura 145. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo en ratas sobre la capacidad de aprendizaje 

visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes. Los puntos representan el promedio ± error 

estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) de los animales sometidos a una dieta rica en 

antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción conjunta de dicha dieta junto a un programa 

de enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses) (Dieta + EA, n=7) frente a los animales del 

grupo control (n=5). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % respecto el total 

sumando los 3 entrenamientos y el test (C). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo 

control (A, B: ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

 

 

 



Resultados 

172 

4.7.1.2 Memoria episódica 
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Figura 146. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la memoria episódica mediante el test 

de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo de 

exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 1, objeto 1; 2, objeto 2) y la 

fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar) de los animales sometidos a una dieta rica en 

antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción conjunta de dicha dieta junto a un programa 

de enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses) (Dieta + EA, n=7) frente al grupo control (n=5). 

*p<0.05, ***p<0.001 comparando el tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el objeto familiar; 
#
p<0.05, 

##
p<0.01, 

###
p<0.001 al comparar con el control; 

●
p<0.05 comparando los valores de los grupos 

Dieta y Dieta + EA (ANOVA de tres factores, seguido por el test de Fisher PLSD). 
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En la fase de familiarización del test de reconocimiento de objeto nuevo (figura 146A), no se 

observa una preferencia por ninguno de los objetos situados en el campo abierto en los animales 

de los diferentes grupos. No obstante, al finalizar los tratamientos el tiempo de exploración 

promedio de los animales del grupo Dieta es un 34% superior en comparación al grupo control 

y un 44% superior en el grupo Dieta + EA.  

En la fase de test (figura 146B), ANOVA de tres factores muestra que los valores están 

condicionados por el objeto (F(1,308)=216.076, p<0.0001), por el tratamiento (F(2,308)=18.684, 

p<0.0001) y por la duración de los tratamientos (F(6,308)=6.341, p<0.0001). Asimismo, se 

detectaron diferencias en la interacción entre los parámetros tratamiento x objeto 

(F(2,308)=20.589, p<0.0001) y tratamiento x duración (F(12,308)=4.833, p<0.0001). Los cambios 

observados son debidos a que los animales de los grupos Dieta y Dieta + EA tienden a explorar 

más el objeto nuevo que el familiar. Así, mientras que en los animales control el test de Fisher 

PLSD no detectó diferencias significativas entre el objeto nuevo y el familiar, en los animales 

del grupo Dieta se detectaron diferencias significativas entre ambos objetos a partir de los 19 

meses. En el grupo Dieta + EA se encontraron diferencias significativas en todos los meses 

analizados; cabe tener en cuenta que cuando los animales de este grupo inician la dieta, ya 

habían recibido durante varios meses la aplicación del EA. A los 20 meses, el tiempo de 

exploración del objeto nuevo se incrementó en un 80% (p<0.01) en los animales del grupo Dieta 

y en un 146% (p<0.001) en los animales del grupo Dieta + EA en comparación al grupo control.  
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Figura 147. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la memoria episódica mediante el test 

de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la diferencia 

del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test de los animales sometidos a 

una dieta rica en antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción conjunta de dicha dieta 

junto a un programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses) (Dieta + EA, n=7) frente a 

los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
#
p<0.05 comparando los valores de los grupos Dieta y Dieta + EA (ANOVA de dos factores, seguido por 

el test de Bonferroni). 
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En relación a lo comentado anteriormente, la diferencia del tiempo de exploración entre el 

objeto nuevo y el familiar (figura 147) está condicionada por el tratamiento (F(2,154)=45.1, 

p<0.0001), aunque no por la duración (F(6,154)=0.313, p=0.9292) ni por su interacción 

(F(12,154)=0.740, p=0.7109). De esta forma, a los 20 meses la diferencia en la exploración del 

objeto nuevo menos el objeto familiar se incrementó en los animales del grupo Dieta (2.6 veces, 

aunque no de forma significativa) en comparación al grupo control, de la misma forma que en el 

grupo Dieta + EA (4.2 veces, p<0.001). 

 

4.7.1.3 Coordinación motora 

El tiempo que los animales permanecen sobre la rueda giratoria antes de caer, analizado 

mediante el test de rotarod (figura 148), no está influenciado significativamente por el 

tratamiento (F(2,154)=3.02, p=0.0517), por la duración (F(6,154)=0.635, p=0.7022) ni por su 

interacción (F(12.154)=0.077, p=1.00).  

14 15 16 17 18 19 20
0

10

20

30

40

50
Control Dieta Dieta + EA

Meses

T
ie

m
p

o
 d

e
 p

e
rm

a
n

e
n

c
ia

 (
s

)

 
Figura 148. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la coordinación motora mediante el 

test del rotarod. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo que permanecen en la 

rueda giratoria antes de caer de los animales sometidos a dieta rica en antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 

meses de edad) y a la acción conjunta de dicha dieta junto a un programa de enriquecimiento ambiental a 

largo plazo (1-20 meses) (Dieta + EA, n=7) frente a los animales del grupo control (n=5). ANOVA de dos 

factores seguido por el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas entre los grupos.  

 

4.7.2 Efectos de una dieta rica en antioxidantes y el enriquecimiento ambiental sobre 

las actividades tirosina hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa 

(síntesis de 5-HT) cerebrales in vivo 
 

4.7.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en 

el estriado  
 

En el hipocampo (figura 149), la dieta rica en antioxidantes y la acción de dicha dieta junto a 

un programa de EA incrementan la actividad de la enzima TH, asociado a una mayor 
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acumulación de DOPA (F(2,15)=30.1, p<0.0001; figura 149A) y de los niveles de NA 

(F(2,15)=40.9, p<0.0001; figura 149B). Así, los niveles de DOPA aumentaron significativamente 

en el grupo Dieta (74%, p<0.01) en comparación al grupo control. Dicho aumento fue aún más 

acusado en el grupo Dieta + EA (154%, p<0.001), observándose un efecto sumatorio entre la 

dieta y el EA, habiendo diferencias significativas entre ambos grupos (p<0.01). La cantidad de 

NA también se incrementó tanto en el grupo Dieta (20%, p<0.05) como en el grupo Dieta + EA 

(67%, p<0.001), observándose además el efecto sumatorio entre los dos tratamientos (p<0.001).  
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Figura 149. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima TH en el 

hipocampo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (después de 

la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A) y los niveles de NA (B) 

en extractos procedentes del hipocampo de animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes (Dieta, 

n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción conjunta de dicha dieta junto a un programa de enriquecimiento 

ambiental a largo plazo (1-20 meses de edad) (Dieta + EA, n=7) frente a los animales del grupo control 

(n=5). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control; 
##

p<0.01, 
###

p<0.001 

comparando los grupos Dieta y Dieta + EA (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni).  

 

La actividad de la TH en el estriado (figura 150) también se ve modificada, con un mayor 

contenido de DOPA (F(2,15)=107, p<0.0001; figura 150A), de la cantidad de DA (F(2,15)=86, 

p<0.0001; figura 150B) y de sus metabolitos HVA (F(2,15)=22.8, p<0.0001; figura 150C) y 

DOPAC (F(2,15)=6.39, p=0.0099; figura 150D). El grupo Dieta presentó un incremento 

significativo de los niveles de DOPA (29%, p<0.01) en comparación al control, aumento que 

fue mayor en el grupo Dieta + EA (99%, p<0.001) observándose, de nuevo, un efecto sumatorio 

de ambos tratamientos (p<0.001). De forma similar, aumentó el contenido de DA (Dieta: 16%, 

p<0.01; Dieta + EA: 51%, p<0.001), habiendo diferencias entre ambos tratamientos (p<0.001). 

En los metabolitos analizados se produjo también un incremento tanto de los niveles de HVA 

(Dieta: 17%, p<0.05; Dieta + EA: 48%, p<0.001) como DOPAC (Dieta: 30%, p<0.05; Dieta + 

EA: 52%, p<0.01).  
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Figura 150. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima TH en el 

estriado. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de DOPA (A), los 

niveles de DA (B) y sus metabolitos HVA (C) y DOPAC (D) extractos procedentes del estriado (ng/g) de 

animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción 

conjunta de dicha dieta junto a un programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses) 

(Dieta + EA, n=7) frente a los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al 

comparar con el grupo control; 
##

p<0.01, 
###

p<0.001 comparando el grupo Dieta y el grupo Dieta + EA 

(ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni).  

 

4.7.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el 

estriado y en la glándula pineal  
 

En el hipocampo, se observó un incremento de la actividad de la enzima TPH-2 (figura 151), 

tanto en el grupo Dieta como en el grupo Dieta + EA, con una mayor acumulación de 5-HTP 

(F(2,15)=78.8, p<0.0001; figura 151A), de la cantidad de 5-HT (F(2,15)=28.9, p<0.0001; figura 

151B) y del metabolito 5-HIAA (F(2,15)=25.1, p<0.0001; figura 151C). Los niveles de 5-HTP se 

incrementaron significativamente en el grupo Dieta (81%, p<0.001) y Dieta + EA (107%, 

p<0.001), habiendo un efecto sumatorio entre ambos grupos (p<0.05). Además, se produjo un 

aumento del contenido de 5-HT (Dieta: 38%, p<0.001; Dieta + EA: 53%, p<0.001) y de 5-

HIAA (33% y 42% respectivamente, p<0.001).  
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Figura 151. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el 

hipocampo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (tras la 

inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A), los niveles de 5-HT (B), así como 

del metabolito 5-HIAA (C), en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de los animales sometidos a 

una dieta rica en antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción conjunta de dicha dieta 

junto a un programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses de edad) (Dieta + EA, n=7) 

frente a los animales del grupo control (n=5). ***p<0.001 comparando con el grupo control; 
#
p<0.05 al 

comparar el grupo Dieta y el grupo Dieta + EA (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni).  
 

En el estriado, se produjo también una mayor acumulación de 5-HTP (F(2,15)=17.8, p=0.0001; 

figura 152A), de los niveles de 5-HT (F(2,15)=201, p<0.0001; figura 152B) y de los del 

metabolito 5-HIAA (F(2,15)=8.67, p=0.0031; figura 152C). En el grupo Dieta se incrementaron 

significativamente los niveles de 5-HTP (88%, p<0.01) en comparación al grupo control, 

acompañado por un aumento de los valores de 5-HT (125%, p<0.001) y del metabolito 5-HIAA 

(20%, p<0.05). En el grupo Dieta + EA se detectaron incrementos significativos en 

comparación al control, tanto en el precursor 5-HTP (118%, p<0.001) como en 5-HT (186%, 

p<0.001) y 5-HIAA (28%, p<0.01). Además, se observó un efecto sumatorio de los dos 

tratamientos en la 5-HT (p<0.001). 
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Figura 152. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el 

estriado. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los 

niveles de 5-HT (B) y del metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del estriado (ng/g) de los 

animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes (Dieta, n=6, 14-20 meses de edad) y a la acción 

conjunta de dicha dieta junto a un programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses) 

(Dieta + EA, n=7) frente a los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al 

comparar con el grupo control; 
###

p<0.001 comparando el grupo Dieta y el grupo Dieta + EA (ANOVA 

de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 
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En la glándula pineal (figura 153) aumentó la actividad de la vía de TPH-1, tanto el grupo 

Dieta como el grupo Dieta + EA, incrementándose de forma significativa la acumulación de 5-

HTP (F(2,13)=12.3, p=0.0012; figura 153A), los niveles de 5-HT (F(2,13)=21.2, p<0.0001; figura 

153B) y los del metabolito 5-HIAA (F(2,13)=9.27, p=0.0037; figura 153C). Sin embargo, no se 

observó el efecto sumatorio descrito anteriormente entre el grupo Dieta y el grupo Dieta + EA. 

Los valores de 5-HTP fueron aumentados (Dieta: 145%, p<0.01; Dieta + EA: 156%, p<0.01) en 

comparación al grupo control, así como el contenido de 5-HT (155% y 147% respectivamente, 

p<0.001) y 5-HIAA (Dieta: 111%, p<0.05; Dieta + EA: 152%, p<0.01).  
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Figura 153. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la actividad de la enzima TPH-1 en la 

glándula pineal. Las barras representan el promedio ± error estándar de la acumulación de 5-HTP (A), 

los niveles de 5-HT (B) y del metabolito 5-HIAA (C) en extracto de glándula pineal (ng/pineal) de los 

animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes (Dieta, n=5, 14-20 meses de edad) y a la acción 

conjunta de dicha dieta junto a un programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo (1-20 meses) 

(Dieta + EA, n=6) frente a los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al 

comparar con el grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.7.3 Efectos de una dieta rica en antioxidantes y el enriquecimiento ambiental sobre 

las proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.7.3.1 Efecto sobre la proteína SIRT1 

 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 154) se ve significativamente 

modificada (F(3,23)=10.06, p=0.0002). Los resultados obtenidos el grupo Dieta muestran un 

incremento de los niveles de SIRT1 (22%, p<0.05), de la misma forma que los animales del 

grupo Dieta + EA (22%, p<0.05), respecto a los animales viejos del grupo control (los cuales 

mostraron una reducción del 27% respecto a los jóvenes, p<0.001). 
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Figura 154. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y 

de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo 

plazo sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 

kDa) en hipocampo. Las barras representan el 

promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a una dieta rica en antioxidantes, Dieta, n=6; 

acción conjunta de dicha dieta junto a un programa de 

enriquecimiento ambiental a largo plazo, Dieta + EA, 

n=7; animales viejos del grupo control, Vieja, n=7) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan 

como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=7). 

***p<0.001 al comparar con los animales jóvenes del 

grupo control; 
#
p<0.05 al comparar con los animales 

viejos del grupo control (ANOVA de un factor, seguido 

por el test de Bonferroni). En la parte inferior de la 

figura se muestra un inmunoblot representativo de los 

cambios obtenidos en SIRT1, sin cambios en la ß-actina 

(patrón de carga). 

 

4.7.3.2 Efecto sobre la proteína NF-κB total 

Los niveles de NF-κB total obtenidos en el hipocampo (figura 155), con la metodología 

utilizada en este estudio, no muestran diferencias significativas entre los grupos analizados 

(F(3,21)=2.251, p=0.1121). De este modo, los animales jóvenes presentan niveles similares a los 

obtenidos por los animales viejos (grupo control, Dieta y Dieta + EA).  

 

Figura 155. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y de 

la acción conjunta de dicha dieta junto a un programa 

de enriquecimiento ambiental a largo plazo sobre la 

expresión de la proteína NF-κB total (65 kDa) en 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes, 

Dieta, n=6; acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo, Dieta 

+ EA, n=7; animales viejos del grupo control, Vieja, n=6) 

de experimentos realizados por triplicado y se expresan 

como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). No se 

detectan diferencias significativas entre los grupos 

analizados (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo. 

 

4.7.3.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

La expresión de la proteína RbAp48/46 en el hipocampo (figura 156) se ve modificada por la 

edad (F(3,21)=10.11, p=0.0003), pero no por la dieta ni por la acción conjunta de dicha dieta y el 

enriquecimiento. Los animales jóvenes son los que presentan mayores niveles de esta proteína, 
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mientras que los animales viejos muestran una reducción significativa de RbAp48/46 (34%, 

p<0.01), disminución que no es revertida en el grupo Dieta (34%, p<0.001) ni en el grupo Dieta 

+ EA (31%, p<0.01). 

 

 

Figura 156. Efecto de la dieta rica en antioxidantes y 

de la acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo 

sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 (48 kDa) 

en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales sometidos a una dieta rica en antioxidantes, 

Dieta, n=6; acción conjunta de dicha dieta junto a un 

programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo, 

Dieta + EA, n=7; animales viejos del grupo control, 

Vieja, n=6) de experimentos realizados por triplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes 

(n=6). **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con los 

animales jóvenes del grupo control (ANOVA de un 

factor, seguido por el test de Bonferroni). Inmunoblot 

representativo en la parte inferior de la figura. 

 

4.8 Efectos del estrés moderado iniciado a distintas edades (1 y 7 meses 

de edad) sobre las habilidades cognitivas y motoras, la actividad de las 

enzimas TH y TPH y las proteínas SIRT1, NF-κB y RbAp48/46 de ratas 

viejas 
 

En este apartado se quieren mostrar los efectos de la aplicación de dos programas de estrés 

crónico moderado impredecible (iniciados a partir de 1 mes y de 7 meses de edad hasta los 20 

meses) sobre el proceso de envejecimiento, tanto a nivel comportamental como a nivel 

neuroquímico.  

 

4.8.1 Efectos del programa de estrés moderado aplicado desde 1 mes de edad hasta los 

20 meses de vida (estrés moderado temprano) 
 

La aplicación del programa de estrés crónico moderado impredecible a largo plazo desde edades 

tempranas (1 mes de edad hasta los 20 meses de los animales; ES 1-20) induce cambios 

significativos de tipo conductual y neuroquímico. Además, en los primeros meses de edad la 

aplicación del estrés moderado modificó el peso corporal de los animales en comparación al 

grupo control (figura 157), aunque no de forma significativa (test de Bonferroni). ANOVA de 

dos factores mostró como el peso está condicionado por la edad de los animales (F(19,320)=136, 

p<0.0001) y por el tratamiento (F(1,320)=5.58, p=0.0187), aunque no por su interacción 

(F(19,320)=0.637, p=0.8770).  
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Figura 157. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre el peso de los animales. Los puntos 

representan el promedio ± error estándar del peso (g) de los animales sometidos a estrés moderado (ES 1-

20, n=6) a largo plazo (desde 1 mes de edad hasta los 20 meses) frente a los animales del grupo control 

(n=12). El test de Bonferroni (ANOVA de dos factores) no detectó diferencias significativas entre grupos. 

 

4.8.1.1 Efectos conductuales del programa de estrés moderado temprano 
 

4.8.1.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 
 

La aplicación del estrés moderado ES 1-20 modifica la ejecución del test del laberinto radial 

(figura 158).  El tiempo requerido para completar la prueba (figura 158A) se ve 

significativamente influenciado por el tratamiento (F(1,320)=22.1, p<0.0001) y por la duración 

(F(19,320)=8.47, p<0.0001), pero no por su interacción (F(19,320)=0.697, p=0.8218). Los animales 

sometidos a ES suelen realizar el test en menos tiempo en comparación al grupo control; sin 

embargo, el test de Bonferroni no detectó diferencias entre ambos grupos. En cuanto a los 

errores cometidos (figura 158B), se ven condicionados por el tratamiento (F(1,320)=12.6, 

p=0.0004) y la duración (F(19,320)=2.52, p=0.0005), pero no por su interacción (F(19,320)=3.92, 

p<0.0001). En este caso, cabe indicar que los animales sometidos a ES no siguen una pauta fija, 

sino que en función de los factores estresantes aplicados en los días previos realizaban más o 

menos errores en comparación al grupo control. A pesar de estos cambios, el test de Bonferroni 

sólo detectó diferencias significativas en el número de errores cometidos a los 8 y 9 meses de 

edad (reducciones del 49% y 50% respectivamente, p<0.001) en comparación al grupo control. 

En la mayoría de los meses, a pesar de realizar menos errores, el tiempo necesario para finalizar 

la prueba no se redujo significativamente debido al comportamiento de los animales, mucho 

más indeciso a la hora de entrar en los diferentes brazos del dispositivo y de llegar al final de los 

mismos para conseguir la recompensa. Finalmente, la distancia recorrida (figura 158C) se ve 

condicionada por el tratamiento (F(1,320)=3.67, p=0.056), la duración (F(19,320)=1.64, p=0.0447) y 

su interacción (F(19,320)=5.22, p<0.0001). El test de Bonferroni sólo detectó diferencias 

significativas en el cuarto mes (incremento del 55%, p<0.001 en comparación al control) y a los 

8 y 9 meses de edad (con reducciones del: 38% a los 8 meses, p<0.01; 45% a los 9, p<0.001). 
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Figura 158. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la memoria de trabajo espacial 

mediante el test del laberinto radial. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo 

necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia recorrida (C) de los 

animales sometidos a estrés moderado a largo plazo (1-20 meses, ES 1-20, n=6) frente a los animales del 

grupo control (n=12). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el grupo control (ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 
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La capacidad de aprendizaje visoespacial de los animales sometidos a estrés, analizada a los 

6, 12 y 19 meses de edad mediante el test del laberinto de Barnes, no difiere significativamente 

de la de los animales control en la latencia y los errores cometidos, aunque sí en la estrategia 

seguida. A los 6 meses, la latencia (figura 159A) está significativamente influenciada por el 

tratamiento (F(1,64)=3.77, p=0.05), pero no por el entrenamiento (F(3,64)=1.72, p=0.1731) ni la 

interacción de ambos factores (F(3,64)=0.320, p=0.8112). En cuanto a los errores cometidos 

(figura 159B), están condicionados por el tratamiento (F(1,64)=7.20, p=0.0094) así como por el 

entrenamiento (F(3,64)=2.98, p=0.0386), pero no por su interacción (F(3,64)=0.153, p=0.9273). La 

comparación individual mediante el test de Bonferroni para la latencia y los errores no detectó 

diferencias significativas entre grupos de animales. Las estrategias seguidas para localizar el 

target en el grupo control fueron principalmente la estrategia directa junto a la seriada; a 

diferencia, los animales del grupo ES 1-6 siguieron principalmente la estrategia aleatoria (figura 

159C).  

 

Figura 159. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la capacidad de aprendizaje visoespacial 

mediante el test del laberinto de Barnes a los 6 meses de edad. Los puntos representan el promedio ± 

error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del test de Barnes de los animales 

sometidos a estrés moderado desde 1 mes de edad de hasta los 6 meses (ES 1-6, n=9) frente al grupo 

control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % respecto el total sumando 

los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias significativas entre los grupos analizados en 

la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

A los 12 meses, la latencia (figura 160A) está significativamente condicionada por el 

entrenamiento (F(3,64)=6.57, p=0.0006), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.393, p=0.5329) ni su 

interacción (F(3,64)=0.424, p=0.7361). Los errores cometidos (figura 160B) también están 

influenciados por el entrenamiento (F(3,64)=6.26, p=0.0009), pero no por el tratamiento 

(F(1,64)=0.0145, p=0.9046) ni la interacción (F(3,64)=1.52, p=0.2181). No se detectaron cambios 

en el test de Bonferroni. La estrategia seguida para localizar el target en el grupo control fue la 

estrategia seriada, seguida por la aleatoria. Sin embargo, en el grupo ES 1-12 la proporción de 

animales que siguieron la estrategia aleatoria fue mayor que en el grupo control (figura 160C).  
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Figura 160. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la capacidad de aprendizaje visoespacial 

mediante el test del laberinto de Barnes a los 12 meses de edad. Los puntos representan el promedio ± 

error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo de la prueba de los animales 

sometidos a estrés moderado desde 1 mes de edad de hasta los 12 meses (ES 1-12, n=9) frente al grupo 

control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % respecto el total sumando 

los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias significativas entre los grupos analizados en 

la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

A los 19 meses, la latencia (figura 161A) está significativamente influenciada por el 

entrenamiento (F(3,64)=10.7, p<0.0001), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.0826, p=0.775) ni 

por su interacción (F(3,64)=2.99, p=0.378). Los errores cometidos (figura 161B) se ven 

condicionados por el entrenamiento (F(3,64)=3.60, p=0.0185), pero no por el tratamiento 

(F(1,64)=0.101, p=0.7513) ni por su interacción (F(3,64)=0.432, p=0.7306). No se detectaron 

cambios en el test de Bonferroni. Las estrategias seguidas para localizar el target en el grupo 

control fueron la seriada y la aleatoria, mientras que los animales del grupo ES 1-19 siguieron 

principalmente la estrategia aleatoria (figura 161C). 

 

Figura 161. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la capacidad de aprendizaje visoespacial 

mediante el test del laberinto de Barnes a los 19 meses de edad. Los puntos representan el promedio ± 

error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo de la prueba de los animales 

sometidos a estrés moderado desde 1 mes de edad de hasta los 19 meses (ES 1-19, n=9) frente al grupo 

control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % respecto el total sumando 

los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias significativas entre los grupos analizados en 

la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

4.8.1.1.2 Memoria episódica 
 

En la fase de familiarización del test de reconocimiento de objeto nuevo (figura 162A), los 

animales de los diferentes grupos, en general, no presentan una preferencia por ninguno de los 
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dos objetos situados en el campo abierto. Además, los animales sometidos a ES desde edades 

tempranas tienden a explorar durante menos tiempo los objetos. 
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Figura 162. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la memoria episódica mediante el test de 

reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo de 

exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 1, objeto 1; 2, objeto 2) y la 

fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar) de los animales sometidos a estrés moderado a largo 

plazo (desde 1 mes de edad de los animales hasta los 20 meses; ES 1-20, n=6) frente a los animales del 

grupo control (C, n=12). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparando el tiempo de exploración entre el 

objeto nuevo y el objeto familiar; 
##

p<0.01 al comparar con el grupo control (ANOVA de tres factores, 

seguido por el test de Fisher PLSD). 
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En la fase de test (figura 162B), ANOVA de tres factores indicó que los valores están 

condicionados por el objeto (F(1,640)=144.054, p<0.0001), por el tratamiento (F(1,640)=12.866, 

p=0.0004) y por la duración (F(19,640)=6.264, p<0.0001). Asimismo, se detectaron diferencias en 

la interacción entre los parámetros tratamiento x objeto (F(1,640)=10.448, p=0.0013), duración x 

objeto (F(19,640)=3.003, p<0.0001) y tratamiento x duración (F(19,640)=2.889, p<0.0001). El test de 

Fisher no detectó diferencias significativas entre el objeto nuevo y el familiar a partir de los 10 

meses de edad en el control y a partir de 6 meses en los animales del grupo ES 1-20. Además, a 

los 20 meses los animales del grupo ES 1-20 exploraron un 33% menos el objeto nuevo y un 

13% más el familiar que los del grupo control, aunque estos cambios no fueron significativos.  

En relación a lo comentado anteriormente, se detectaron cambios en la diferencia del tiempo de 

exploración del objeto nuevo menos el objeto familiar (figura 163), estando condicionada por el 

tratamiento (F(1,320)=24.9, p<0.0001) y por la duración (F(19,320)=7.16, p<0.0001), pero no por su 

interacción (F(19,320)=1.48, p=0.0905). Así, el estrés moderado disminuyó el tiempo que los 

animales exploraban el objeto nuevo menos el tiempo del familiar a partir de los 7 meses de 

edad hasta el final del estudio en comparación al grupo control, aunque el test de Bonferroni no 

detectó diferencias significativas.  
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Figura 163. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la memoria episódica mediante el test de 

reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error estándar de la diferencia 

entre el tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test de los animales 

sometidos a estrés moderado a largo plazo (1-20 meses de edad; ES 1-20, n=6) frente a los animales del 

grupo control (n=12). ANOVA de dos factores seguido por el test de Bonferroni no detectó diferencias 

significativas entre ambos grupos. 
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4.8.1.1.3 Coordinación motora 

 

En la coordinación motora (figura 164), el tiempo que los animales permanecieron sobre la 

rueda giratoria antes de caer está condicionado por el tratamiento (F(1,320)=29.1, p<0.0001) y la 

duración (F(19,320)=2.41, p=0.001), pero no por su interacción (F(19,320)=0.436, p=0.9822). Sin 

embargo, aunque con el ES se producen reducciones en el tiempo que los animales permanecían 

sobre la rueda giratoria, el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas. 
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Figura 164. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la coordinación motora mediante el test 

del rotarod. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo que permanecen en la rueda 

giratoria antes de caer de los animales sometidos a estrés moderado a largo plazo (1-20 meses de edad; 

ES 1-20, n=6) frente a los animales del grupo control (n=12). ANOVA de dos factores seguido por el test 

de Bonferroni no detectó diferencias significativas entre ambos grupos.  

 

4.8.1.2 Efectos del estrés moderado temprano sobre las actividades tirosina hidroxilasa 

(síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales in vivo 
 

4.8.1.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en el 

estriado  
 

En el hipocampo (figura 165), el programa de estrés a largo plazo incrementó la actividad de 

la enzima TH, asociado a una mayor acumulación de DOPA (82%, p=0.0017; figura 165A) en 

comparación al grupo control, aunque no se observó un aumento significativo en el contenido 

de NA (20%, p=0.0843; figura 165B).  

En el estriado, se detectó también un incremento significativo de la actividad de TH tras la 

aplicación del programa de ES 1-20 (figura 166) respecto al grupo control, asociado a una 

mayor acumulación de DOPA (23%, p=0.0072; figura 166A) y acompañado de un aumento de 

la cantidad de DA (20%, p=0.0131; figura 166B), así como de sus metabolitos HVA (15%, 

p=0.0101; figura 166C) y DOPAC (49%, p=0.0223; figura 166D).  
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Figura 165. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la actividad de la enzima TH en el 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) 

(A) y los niveles de NA (B) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de los animales sometidos a 

estrés moderado a largo plazo (1-20 meses de edad; ES 1-20, n=4) frente a los animales del grupo control 

(n=5). **p<0.01 al comparar con el grupo control (t-test de Student).  
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Figura 166. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la actividad de la enzima TH en el 

estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (A) y los niveles de DA (B), así como de sus metabolitos HVA (C) y DOPAC 

(D), en extractos procedentes del estriado (ng/g) de los animales sometidos a estrés moderado a largo 

plazo (1-20 meses; ES 1-20, n=4) frente a los animales del grupo control (n=5). *p<0.05, **p<0.01 al 

comparar con el grupo control (t-test de Student).  
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4.8.1.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el estriado 

y en la glándula pineal  
 

En el hipocampo, los resultados obtenidos (figura 167) indican que el programa de ES 1-20 

no modificó significativamente la acumulación de 5-HTP (p=0.342; figura 167A), aunque 

produjo una reducción significativa de los niveles de 5-HT (25%, p=0.0041; figura 167B), sin 

observarse cambios en los niveles del metabolito 5-HIAA (p=0.551; figura 167C).  
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Figura 167. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (tras la inhibición de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) (A), los 

niveles de 5-HT (B) y del metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de los 

animales sometidos a estrés moderado a largo plazo (1-20 meses; ES 1-20, n=4) frente a los animales del 

grupo control (n=5). **p<0.01 en comparación al grupo control (t-test de Student). 

 

En el estriado, el estrés no modificó el contenido de 5-HTP (p=0.3401; figura 168A), pero 

redujo significativamente los niveles de 5-HT (18%, p=0.0228; figura 168B) y 5-HIAA (23%, 

p=0.0329; figura 168C).  
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Figura 168. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la actividad de la enzima TPH-2 en el 

estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en tejido fresco (ng/g) 

del estriado de los animales sometidos a estrés moderado a largo plazo (1-20 meses; ES 1-20, n=4) frente 

a los animales del grupo control (n=12). *p<0.05 comparando con el grupo control (t-test de Student). 
 

Por el contrario, en la glándula pineal (figura 169) se puede apreciar un incremento de la 

actividad de TPH-1 en el grupo ES 1-20, aumentándose de forma significativa los niveles de 5-

HTP (103%, p=0.0029; figura 169A), 5-HT (148%, p=0.0009; figura 169B) y 5-HIAA (338%, 
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p<0.0001; figura 169C). Estos resultados muestran una modulación diferente de las dos 

isoformas de TPH con el estrés.  
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Figura 169. Efecto del estrés moderado a largo plazo sobre la actividad de la enzima TPH-1 en la 

glándula pineal de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extracto de glándula 

pineal (ng/pineal) de los animales sometidos a estrés moderado a largo plazo (1-20 meses; ES 1-20, n=4) 

frente a los animales del grupo control (n=5). **p<0.01, ***p<0.001 en comparación al grupo control (t-

test de Student). 

 

4.8.1.3 Efectos del estrés moderado temprano sobre las proteínas SIRT1, NF-κB y 

RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.8.1.3.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 170) se ve significativamente 

modificada (F(2,14)=28.36, p<0.0001). En los animales viejos control se produce una disminución 

significativa en comparación a los jóvenes (36%, p<0.001). A diferencia, en el grupo ES 1-20 se 

evidencia un incremento significativo de SIRT1 (40%, p<0.01) respecto a los animales viejos 

control.  

 

Figura 170. Efecto del estrés moderado a largo plazo 

sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 kDa) en 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a estrés moderado desde edades tempranas, ES 1-

20, n=4; animales viejos del grupo control, Vieja, n=7) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). ***p<0.001 

comparando los valores respecto a los animales jóvenes del 

grupo control; 
##

p<0.01 comparando con los animales viejos 

del grupo control (ANOVA de un factor, seguido por el test 

de Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo de los cambios obtenidos en 

SIRT1, sin cambios en la ß-actina (patrón de carga).  
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4.8.1.3.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

Los resultados en los niveles de NF-κB total en el hipocampo (figura 171), con la 

metodología seguida en este estudio, no muestran diferencias significativas con la edad ni tras la 

aplicación del estrés (F(2,14)=0.4287, P=0.6586). 

 

 

Figura 171. Efecto del estrés moderado a largo plazo 

sobre la expresión de la proteína NF-κB total (65 kDa) en 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales sometidos a estrés moderado desde edades 

tempranas, ES 1-20, n=4; animales viejos del grupo control, 

Vieja, n=7) de experimentos realizados por triplicado y se 

expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). 

No se detectan diferencias significativas entre los grupos 

analizados (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo. 

 

4.8.1.3.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

La expresión de la proteína RbAp48/46 en el hipocampo (figura 172) se ve modificada por la 

edad (F(2,14)=21.20, p<0.0001), pero no por el ES. Los animales jóvenes son los que presentan 

mayores niveles, mientras que los animales viejos control muestran una disminución 

significativa de RbAp48/46 (34%, p<0.001), reducción que también se observa en el grupo de 

animales sometidos a estrés a largo plazo (40%, p<0.001). 

 

Figura 172. Efecto del estrés moderado a largo plazo 

sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 (48 kDa) en 

hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a estrés moderado desde edades tempranas, ES 1-

20, n=4; animales viejos del grupo control, Vieja, n=7) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). ***p<0.001 

comparando los valores de los diferentes grupos respecto a 

los animales jóvenes del grupo control (ANOVA de un 

factor, seguido por el test de Bonferroni). Inmunoblot 

representativo en la parte inferior de la figura. 

 

4.8.2 Efectos del programa de estrés moderado aplicado desde 7 meses de edad hasta 

los 20 meses de vida (estrés moderado intermedio) 
 

La aplicación del programa de estrés moderado impredecible a partir de edades adultas 

(desde 7 meses de edad hasta los 20 meses de vida; ES 7-20) produce cambios significativos de 
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tipo conductual y neuroquímico, con modificaciones en el peso corporal de los animales. Así, el 

peso (figura 173) está condicionado por la edad de los animales (F(13,301)=8.61, p<0.0001) y por 

el tratamiento (F(1,301)=62.5, p<0.0001), pero no por la interacción (F(13,301)=0.34, p=0.9851). 

 
 

Figura 173. Efecto del estrés 

moderado aplicado a edades 

adultas sobre el peso corporal. 

Los puntos representan el promedio 

± error estándar del peso (g) de los 

animales sometidos a estrés 

moderado (ES 7-20, n=12) a medio 

plazo (desde 7 meses de edad hasta 

los 20 meses) frente al grupo 

control (n=12). *p<0.05 

comparando ambos grupos 

(ANOVA de dos factores, seguido 

por el test de Bonferroni). 

 

4.8.2.1 Efectos conductuales producidos por el programa de estrés moderado 

intermedio 
 

4.8.2.1.1 Memoria de trabajo espacial y aprendizaje visoespacial 

 

En el test del laberinto radial (figura 174), la aplicación del ES 7-20 modifica la ejecución 

del test en comparación al grupo control. El tiempo requerido para completar la prueba (figura 

174A) se ve significativamente influenciado por el tratamiento (F(1,301)=15.8, p<0.0001) y por la 

duración (F(13,301)=2.19, p=0.0099), pero no por su interacción (F(13,301)=0.590, p=0.8621). Los 

animales sometidos a estrés moderado suelen realizar el test en menos tiempo en comparación al 

grupo control; sin embargo, el test de Bonferroni no detectó diferencias entre ambos grupos. En 

cuanto a los errores realizados (figura 174B), también se ven condicionados por el tratamiento 

(F(1,301)=43.6, p<0.0001) y la duración (F(13,301)=3.28, p=0.0001), aunque no por su interacción 

(F(13,301)=0.769, p=0.6932). De esta forma, el ES disminuyó los errores cometidos a partir de los 

17 meses de edad (50%, p<0.01) hasta el final del tratamiento (53%, p<0.01) en comparación al 

grupo control. Finalmente, la distancia recorrida (figura 174C) se ve condicionada por el 

tratamiento F(1,301)=5.24, p=0.0227), pero no está influenciada por la duración (F(13,301)=1.11, 

p=0.3529) ni por su interacción (F(13,301)=1.44, p=0.142). Los animales sometidos a ES 7-20 no 

siguen una pauta fija, con variaciones en función del mes de estudio (recorriendo más o menos 

distancia en comparación al grupo control); sin embargo, el test de Bonferroni no detectó 

diferencias significativas. 
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Figura 174. Efecto del estrés moderado desde 7 meses de edad de los animales sobre la memoria de 

trabajo espacial mediante el test del laberinto radial. Las barras representan el promedio ± error 

estándar del tiempo necesario para completar la prueba (A), los errores cometidos (B) y la distancia 

recorrida (C) de los animales sometidos a estrés moderado desde 7 meses de edad hasta los 20 meses (ES 

7-20, n=12) frente a los animales del grupo control (n=12). **p<0.01, ***p<0.001 al comparar con el 

grupo control (ANOVA de dos factores, seguido por el test de Bonferroni). 
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La capacidad de aprendizaje visoespacial de los animales sometidos a ES, analizada a los 12 

y 19 meses de edad, no difiere significativamente de la de los animales control en la latencia y 

los errores cometidos, aunque sí en la estrategia seguida. A a 12 meses de edad, la latencia 

(figura 175A) está significativamente influenciada por el entrenamiento (F(3,64)=8.49, p<0.0001), 

pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.0863, p=0.7698) ni su interacción (F(3,64)=0.243, p=0.8660). 

Los errores cometidos (figura 175B) se ven condicionados por el entrenamiento (F(3,64)=5.12, 

p=0.0031), aunque no por el tratamiento (F(1,64)=0.274, p=0.6024) ni su interacción 

(F(3,64)=0.559, p=0.6438). El test de Bonferroni para la latencia y los errores no detectó 

diferencias significativas entre grupos de animales. Además, la estrategia seguida para localizar 

el target en el grupo control fue la estrategia seriada seguida por la aleatoria. Sin embargo, en 

los animales sometidos a ES una mayor proporción de animales siguió la estrategia aleatoria 

(figura 175C).  

 
 

Figura 175. Efecto del estrés moderado desde los 7 meses de edad sobre la capacidad de 

aprendizaje visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes a los 12 meses de edad. Los puntos 

representan el promedio ± error estándar de los la latencia (A) y los errores cometidos (B) a lo largo del 

test de Barnes de los animales sometidos a estrés moderado desde 7 hasta los 12 meses de edad (ES 7-12, 

n=9) frente a los animales del grupo control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia 

seguida en % respecto el total sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias 

significativas entre los grupos analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos 

factores, seguido por el test de Bonferroni). 

 

A los 19 meses, la latencia (figura 176A) está significativamente influenciada por el 

entrenamiento (F(3,64)=9.82, p<0.0001), pero no por el tratamiento (F(1,64)=0.0126, p=0.911) ni su 

interacción (F(3,64)=1.83, p=0.1514). Los errores realizados (figura 176B) también se ven 

condicionados por el entrenamiento (F(3,64)=3.45, p=0.0217), aunque no por el tratamiento 

(F(1,64)=0.0894, p=0.7659) ni por su interacción (F(3,64)=1.82, p=0.1527). Además, las principales 

estrategias seguidas para localizar el target en ambos grupos fueron la estrategia seriada y la 

aleatoria (figura 176C).  
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Figura 176. Efecto del estrés moderado a medio plazo sobre la capacidad de aprendizaje 

visoespacial mediante el test del laberinto de Barnes a los 19 meses de edad. Los puntos representan 

el promedio ± error estándar de la latencia (A) y los errores cometidos (B) durante el test de Barnes de los 

animales sometidos a estrés moderado desde 7 meses de edad hasta los 19 meses (ES 7-19, n=9) frente al 

grupo control (n=9). Las barras representan el promedio de la estrategia seguida en % respecto el total 

sumando los 3 entrenamientos y el test (C). No se detectan diferencias significativas entre los grupos 

analizados en la latencia y los errores cometidos (A, B: ANOVA de dos factores, seguido por el test de 

Bonferroni). 

 

4.8.2.1.2 Memoria episódica 

En la fase de familiarización (figura 177A), los animales de ambos grupos no presentan una 

preferencia por ninguno de los objetos situados en el campo abierto. Además, los animales del 

grupo ES 7-20, en general, tienden a explorar durante menos tiempo los objetos en comparación 

al control. 

En la fase de test (figura 177B), ANOVA de tres factores indicó que los resultados están 

condicionados por el objeto (F(1,580)=97.389, p<0.0001), por el tratamiento (F(1,580)=63.860, 

p<0.0001) y por la duración del estudio (F(13,580)=4.392, p<0.0001). Asimismo, se detectaron 

diferencias en la interacción entre los parámetros tratamiento x duración (F(13,580)=1.862, 

p=0.0317) y tratamiento x objeto (F(1,580)=11.590, p=0.0007). Los animales del grupo ES 7-20 

tienden a discriminar peor el objeto nuevo; por ejemplo, a los 20 meses los animales sometidos 

a estrés exploraron un 24% menos el objeto nuevo y un 20% más el familiar que el grupo 

control. Así, en el grupo ES 7-20 a partir de los 8 meses ya no se detectaron diferencias 

significativas entre el objeto nuevo y el familiar, mientras que en los controles se detectan 

diferencias hasta los 11 meses de edad.  

En relación a lo comentado anteriormente, los resultados del tiempo de exploración del 

objeto nuevo menos el objeto familiar (figura 178) se ven influidos por el tratamiento 

(F(1,301)=20.2, p<0.0001) y por la duración (F(13, 301)=2.35, p=0.0054), pero no por su interacción 

(F(13,301)=0.256, p=0.9962). El ES disminuyó el tiempo que los animales exploraban el objeto 

nuevo menos el familiar a partir de los 8 meses de edad hasta los 20 meses en comparación al 

grupo control, aunque el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas.  
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Figura 177. Efecto del estrés moderado desde 7 meses de edad de los animales sobre la memoria 

episódica mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± 

error estándar del tiempo de exploración total de cada uno de los objetos en la fase de familiarización (A: 

1, objeto 1; 2, objeto 2) y la fase de test (B: N, objeto nuevo; F, objeto familiar) de los animales sometidos 

a estrés moderado desde los 7 hasta los 20 meses de edad (ES 7-20, n=12) frente a los animales del grupo 

control (C, n=12). *p<0.05, **p<0.01 comparando el tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el 

objeto familiar; 
#
p<0.05 comparando los valores respecto a su grupo control (ANOVA de tres factores, 

seguido por el test de Fisher PLSD). 
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Figura 178. Efecto del estrés moderado desde los 7 meses de edad sobre la memoria episódica 

mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo. Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la diferencia del tiempo de exploración entre el objeto nuevo y el familiar en la fase de test de 

los animales sometidos a estrés moderado desde 7 hasta 20 meses de edad (ES 7-20, n=12) frente a los 

animales del grupo control (n=12). ANOVA de dos factores seguido por el test de Bonferroni no detectó 

diferencias significativas entre ambos grupos. 

 

4.8.2.1.3 Coordinación motora 

 

La coordinación motora, analizada mediante el test del rotarod, no se ve modificada tras la 

aplicación del ES desde edades adultas (figura 179), no observándose diferencias significativas 

en el tratamiento (F(1,301)=0.396, p=0.5299), duración del estudio (F(13,301)=1.21, p=0.2682) o su 

interacción (F(13,301)=0.218, p=0.9984).  
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Figura 179. Efecto del estrés moderado desde los 7 meses de edad sobre la coordinación motora 

mediante el test del rotarod. Las barras representan el promedio ± error estándar del tiempo que 

permanecen en la rueda giratoria antes de caer de los animales sometidos a estrés moderado desde 7 

meses de edad hasta los 20 meses (ES 7-20, n=12) frente a los animales del grupo control (n=12). 

ANOVA de dos factores seguido por el test de Bonferroni no detectó diferencias significativas entre 

ambos grupos.  
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4.8.2.2 Efectos del estrés moderado intermedio sobre las actividades tirosina 

hidroxilasa (síntesis de NA y DA) y triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HT) cerebrales 

in vivo. 
 

4.8.2.2.1 Efectos sobre la actividad de la vía de las catecolaminas en el hipocampo y en el 

estriado  
 

En el hipocampo (figura 180), el programa de ES aplicado a partir de los 7 meses incrementó 

significativamente la actividad de la enzima TH, con una mayor acumulación de DOPA (61%, 

p=0.0044; figura 180A) en comparación al grupo control. En cuanto al contenido de NA (figura 

180B), en el grupo ES 7-20 se observa un ligero incremento de los niveles de NA, aunque no de 

forma significativa (15%, p=0.071).  
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Figura 180. Efecto del estrés moderado desde 7 meses de edad sobre la actividad de la enzima TH 

en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) 

(A) y los niveles de NA (B) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) de los animales sometidos a 

estrés moderado desde 7 meses de edad hasta los 20 meses (ES 7-20, n=5) frente a los animales del grupo 

control (n=5). **p<0.01 comparando con el grupo control (t-test de Student).  

 

En el estriado, se observaron también cambios neuroquímicos tras la aplicación del estrés 

desde edades adultas (figura 181). Se produjeron aumentos en la actividad de la TH, 

cuantificada a partir de la acumulación de DOPA (13%, p=0.05; figura 181A), e incrementos de 

DA disponible (14%, p=0.0013; figura 181B) y de los metabolitos HVA (16%, p=0.05; figura 

181C) y DOPAC (21%, p=0.042; figura 181D).  
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Figura 181. Efecto del estrés moderado desde 7 meses de edad sobre la actividad de la enzima TH 

en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de DOPA (A) y los niveles de DA (B), así como de sus metabolitos HVA (C) y DOPAC 

(D), en extractos procedentes del estriado (ng/g) de los animales sometidos a estrés moderado desde 7 

hasta los 20 meses de edad (ES 7-20, n=5) frente a los animales del grupo control (n=5). *p≤0.05, 

**p<0.01 comparando con el grupo control (t-test de Student).  

 

4.8.2.2.2 Efectos sobre la actividad de la vía de las indolaminas en el hipocampo, en el estriado 

y en la glándula pineal  
 

En el hipocampo (figura 182), la aplicación de estrés a partir de los 7 meses modifica la 

actividad de la enzima TPH-2. De este modo, en el grupo ES 7-20 se observó una ligera 

reducción, aunque no significativa, de los niveles de 5-HTP (14%, p=0.0935; figura 182A), 

acompañado por una disminución significativa de 5-HT (25%, p=0.0007; figura 182B), sin 

cambios en el metabolito 5-HIAA (p=0.2586; figura 182C).  

En el estriado, se observó una disminución de la actividad de la TPH-2 en el grupo ES 7-20, 

asociado a una reducción de 5-HTP (28%, p=0.002; figura 183A) y del metabolito 5-HIAA 

(27%, p=0.0013; figura 183C) en comparación al grupo control, aunque dicha disminución no 

fue significativa en el caso de 5-HT (8%, p=0.1695; figura 183B).  

Por el contrario, en la glándula pineal (figura 184) en el grupo ES 7-20 se pudo apreciar un 

incremento, aunque no significativo, de los niveles de 5-HTP (41%, p=0.131; figura 184A), con 

aumentos significativos de 5-HT (169%, p=0.0002; figura 184B) y 5-HIAA (143%, p=0.0049; 

figura 184C) en comparación al control. Estos resultados muestran una modulación diferente de 

las dos isoformas de TPH con el estrés.  
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Figura 182. Efecto del estrés moderado desde 7 meses de edad sobre la actividad de la enzima TPH-

2 en el hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (tras la inhibición in vivo de la descarboxilación con NSD-1015 durante 30 min) 

(A), los niveles de 5-HT (B) y el metabolito 5-HIAA (C) en extractos procedentes del hipocampo (ng/g) 

de los animales sometidos a estrés moderado desde 7 meses de edad hasta los 20 meses (ES 7-20, n=5) 

frente al grupo control (n=5). ***p<0.001 comparando con el grupo control (t-test de Student). 
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Figura 183. Efecto del estrés moderado desde 7 meses de edad sobre la actividad de la enzima TPH-

2 en el estriado de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error estándar de la 

acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B), así como del metabolito 5-HIAA (C), en extractos 

procedentes del estriado (ng/g) de los animales sometidos a estrés moderado desde 7 hasta los 20 meses 

de edad (ES 7-20, n=5) frente a los animales del grupo control (n=5). **p<0.01 comparando con el grupo 

control (t-test de Student). 
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Figura 184. Efecto del estrés moderado desde los 7 meses de edad sobre la actividad de la enzima 

TPH-1 en la glándula pineal de ratas viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± error 

estándar de la acumulación de 5-HTP (A), los niveles de 5-HT (B) y del metabolito 5-HIAA (C) en 

extracto de glándula pineal (ng/pineal) de animales sometidos a estrés moderado desde 7 hasta los 20 

meses de edad (ES 7-20, n=4) frente a los animales del grupo control (n=4). **p<0.01, ***p<0.001 

comparando con el grupo control (t-test de Student). 
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4.8.2.3 Efectos del estrés moderado intermedio sobre las proteínas SIRT1, NF-κB y 

RbAp48/46 en el hipocampo 
 

4.8.2.3.1 Efectos sobre la proteína SIRT1 

La expresión de la proteína SIRT1 en el hipocampo (figura 185) se ve significativamente 

reducida con la edad (F(2.19)=17.32, p<0.0001), disminución que no se ve modificada tras la 

aplicación del ES. De este modo, los animales jóvenes son los que presentan mayores niveles, 

mientras que dichos valores se ven significativamente reducidos en los animales viejos del 

grupo control (32%, p<0.001) y en los animales del grupo ES7-20 (24%, p<0.01).  

Figura 185. Efecto del estrés moderado desde los 7 meses 

de edad sobre la expresión de la proteína SIRT1 (110 

kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo (animales 

sometidos a estrés moderado a partir de edades intermedias, 

ES 7-20, n=8; animales viejos del grupo control, Vieja, n=8) 

de experimentos realizados por triplicado y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). **p<0.01, 

***p<0.001 comparando los valores de los diferentes grupos 

respecto a los animales jóvenes del grupo control (ANOVA 

de un factor, seguido por el test de Bonferroni). En la parte 

inferior de la figura se muestra un inmunoblot representativo 

de los cambios obtenidos en SIRT1, sin cambios en la ß-

actina (patrón de carga).  

 

4.8.2.3.2 Efectos sobre la proteína NF-κB total 

Los resultados de NF-κB total (figura 186) obtenidos en el hipocampo no muestran 

diferencias significativas entre los grupos experimentales (F(2,19)=1.959, p=0.1685), con el 

anticuerpo utilizado en este estudio. 

 

Figura 186. Efecto del estrés moderado desde 7 meses 

de edad de los animales sobre la expresión de la 

proteína NF-κB total (65 kDa) en hipocampo de ratas 

viejas (20 meses). Las barras representan el promedio ± 

error estándar por grupo (animales sometidos a estrés 

moderado a partir de edades intermedias, ES 7-20, n=8; 

animales viejos del grupo control, Vieja, n=8) de 

experimentos realizados por triplicado y se expresan 

como porcentaje respecto a las ratas jóvenes (n=6). No se 

detectan diferencias significativas entre los grupos 

analizados (ANOVA de un factor, seguido por el test de 

Bonferroni). En la parte inferior de la figura se muestra un 

inmunoblot representativo. 
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4.8.2.3.3 Efectos sobre la proteína RbAp48/46 

La expresión de la proteína RbAp48/46 en el hipocampo (figura 187) se ve modificada por la 

edad (F(2,19)=35.21, p<0.0001), pero no por el estrés. Los animales jóvenes son los que presentan 

mayores niveles de esta proteína, mientras que los viejos muestran una reducción significativa 

de RbAp48/46 (grupo control viejo: 41%, p<0.001; grupo ES 7-20: 42%, p<0.001).  

 

Figura 187. Efecto del estrés moderado desde 7 meses de 

edad sobre la expresión de la proteína RbAp48/46 (48 

kDa) en hipocampo de ratas viejas (20 meses). Las barras 

representan el promedio ± error estándar por grupo 

(animales sometidos a estrés moderado a partir de edades 

intermedias, ES 7-20, n=8; animales viejos del grupo 

control, Vieja, n=8) de experimentos realizados por 

triplicado y se expresan como porcentaje respecto a las ratas 

jóvenes (n=6). ***p<0.001 al comparar con los animales 

jóvenes del grupo control (ANOVA de un factor, seguido 

por el test de Bonferroni). Inmunoblot representativo en la 

parte inferior de la figura. 

 

 

4.9 Tabla resumen de los resultados globales obtenidos 

En la tabla 1 se ha indicado si ha habido una mejora (↑), si no ha habido diferencias (=) o si 

se ha producido un deterioro (↓) en las diferentes estrategias aplicadas respecto a su control de 

forma general, por lo que se han añadido las variaciones globales observadas en cada prueba (% 

respecto al control). Por ejemplo, en el laberinto radial se ha realizado el promedio del tiempo y 

errores cometidos durante la prueba; en el test de reconocimiento de objeto nuevo, la diferencia 

entre el tiempo de exploración del objeto nuevo menos el familiar; en el test del rotarod, el 

tiempo de permanencia sobre la rueda giratoria; mientras que en el laberinto de Barnes no se ha 

incluido ningún % ya que se miró globalmente si había diferencias en alguno de los parámetros: 

latencia, errores cometidos o estrategias seguidas durante los entrenamientos y el test. En cuanto 

a las vías de los transmisores monoaminérgicos, los porcentajes se corresponden a medidas 

globales de los niveles del precursor (DOPA o 5-HTP) y la monoamina correspondiente (NA, 

DA o 5-HT); y en la SIRT1 hace referencia al nivel de expresión hipocampal.  

En resumen, los antioxidantes α-tocoferol, catequina, poliphenon 60 y la dieta rica en 

antioxidantes producen efectos positivos en todos los parámetros cognitivos y neuroquímicos. 

Estos datos parecen indicar que el efecto neuroprotector de la dieta rica en antioxidantes no es 

exclusivo de un solo compuesto. El resveratrol, mimético de la restricción calórica, induce 

mejoras similares a otros antioxidantes, a excepción de SIRT1 que podría ser debido a que los 

animales no eran viejos y, por tanto, la disminución de SIRT1 basal era menos marcada. Tras la 
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restricción calórica se observa una disminución de la serotonina, que podría interpretarse como 

un signo de estrés.  

El ejercicio físico induce mejoras cognitivas y neuroquímicas similares a las obtenidas por 

los antioxidantes; a diferencia de éstos, el ejercicio también incrementa la coordinación motora. 

Cuando además del ejercicio se administró catequina se obtuvo un mayor efecto que la 

aplicación por separado de estas estrategias sobre los niveles de monoaminas, pero no sobre las 

habilidades cognitivas y motoras. 

El enriquecimiento ambiental sigue una línea similar al ejercicio, con excepción de SIRT1 

que no se ve afectada. Asimismo, es más eficiente cuanto antes se inicie y, en cualquier caso, 

los valores de mejora son ligeramente inferiores al ejercicio. La acción conjunta del 

enriquecimiento y una dieta rica en antioxidantes produjo un efecto sumatorio, sobre todo a 

nivel de las monoaminas; asimismo, se incrementó SIRT1 tras la aplicación conjunta del 

enriquecimiento y la dieta.  

Finalmente, el tipo de estrés crónico aplicado tiene un efecto negativo en general sobre las 

habilidades cognitivas. Sin embargo, a nivel neuroquímico, incrementa las vías NA y DA 

(relacionadas con atención y motivación) y disminuye la 5-HT (signo de estrés). 

Sorprendentemente, el estrés aplicado a edades tempranas también incrementa SIRT1.  
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Tabla 1. Comparación de los principales resultados obtenidos en cada una de las estrategias aplicadas frente al deterioro cognitivo asociado a la edad en ratas, 

incluyendo parámetros comportamentales y neuroquímicos.   
 

Tratamientos 
Laberinto 

radial 

Test de 

Barnes 

Objeto 

nuevo 
Rotarod 

Vía NA 

hipocampo 

Vía DA 

estriado 

Vía 5-HT 

hipocampo 

Vía 5-HT 

estriado 
SIRT1 

α-tocoferol(20 mg/kg, 28 días) - Inicio 18 meses = / = = ↑ 141 ↑ 51 ↑ 105 ↑ 30 = 

α-tocoferol(40-60 mg/kg, 28 días + 28 días) - Inicio 18 meses ↑ 47 ↑ ↑ 65 ↑ 44 ↑ 155 ↑ 97 ↑ 128 ↑ 55 ↑ 54 

Catequina (20-40 mg/kg, 35 días) - Inicio 18 meses ↑ 43 ↑ ↑ 300 = ↑ 93 ↑ 29 ↑ 33 ↑ 58 ↑ 59 

Poliphenon 60 (20-40 mg/kg, 35 días) - Inicio 18 meses ↑ 39 ↑ ↑ 322 = ↑ 70 ↑ 32 ↑ 44 ↑ 58 ↑ 61 

Dieta rica en antioxidantes (6 meses) - Inicio 14 meses ↑ 38 ↑ ↑ 161 = ↑ 47 ↑ 23 ↑ 60 ↑ 107 ↑ 22 

Ejercicio físico moderado (35 días) - Inicio 18 meses ↑ 64 ↑ ↑ 253 ↑ 105 ↑ 90 ↑ 37 ↑ 70 ↑ 76 ↑ 32 

Ejercicio físico moderado (35 días) + Catequina (20-40 

mg/kg, 35 días) - Inicio 18 meses 
↑ 67 ↑ ↑ 287 ↑ 99 ↑ 132 ↑ 57 ↑ 104 ↑ 108 ↑ 26 

Resveratrol(20 mg/kg, 15 días) - Inicio 10 meses ↑ 36 / ↑ 58 = ↑ 34 ↑ 17 ↑ 32 ↑ 44 = 

Restricción calórica (40 días) - Inicio 10 meses ↑ 43 / = 36 ↑ 58 ↑ 44 ↑ 24 ↓ 13 ↓ 22 = 

Enriquecimiento ambiental (1-20 meses) - Inicio 1 mes ↑ 39 = ↑ 196 ↑* ↑ 73 ↑ 64 ↑ 37 ↑ 88 = 

Enriquecimiento ambiental (7-20 meses) - Inicio 7 meses ↑ 35 = ↑ 230 ↑* ↑ 46 ↑ 32 ↑ 34 ↑ 70 = 

Enriquecimiento ambiental (18.5-20 meses) - Inicio 18 meses = = = = ↑ 11 ↑ 10 = = = 

Enriquecimiento ambiental (1-20 meses; inicio 1 mes) + Dieta 

antioxidante (inicio 14 meses) 
↑ 60 ↑ ↑ 324 = ↑ 111 ↑ 75 ↑ 80 ↑ 152 ↑ 22 

Estrés moderado (1-20 meses) - Inicio 1 mes = ↓ ↓ 143 = ↑ 51 ↑ 22 ↓ 18 ↓ 15 ↑ 40 

Estrés moderado (7-20 meses) - Inicio 7 meses ↑ 37 ↓ ↓ 140 = ↑ 38 ↑ 14 ↓ 20 ↓ 18 = 

 

↑ (mejora),  ↓ (deterioro),  = (no cambio),  ↑* (observaciones subjectivas de mejora),  / (test no realizado). Los valores se corresponden al % global de los cambios observados respecto al control. 
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5. DISCUSIÓN 
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Las poblaciones de todo el mundo están envejeciendo rápidamente debido al incremento de 

la esperanza de vida en el último siglo gracias a los avances médicos y tecnológicos, cambios en 

los hábitos nutricionales y estilos de vida, mejoras en la educación, así como el acceso de la 

población a los servicios sanitarios. Conseguir una buena salud mental es esencial para 

mantener una vida independiente y autónoma (World Health Organization, 2002; 2012); ello 

supone un desafío social urgente, sobre todo considerando que el mayor riesgo de deterioro 

cognitivo y demencia va asociado al envejecimiento (Prince et al., 2013; Sachs et al., 2011; 

World Health Organization, 2012). 

Desde un punto de vista biológico, el envejecimiento es la consecuencia de la acumulación 

de una gran variedad de daños moleculares y celulares a lo largo del tiempo, lo que lleva a un 

progresivo deterioro en diferentes funciones y sistemas, incluyendo el descenso gradual de las 

capacidades físicas y mentales, un aumento del riesgo de enfermedad y finalmente la muerte 

(Acuña-Castroviejo et al., 2001; López-Otín et al., 2013; Mandavilli et al., 2002; Shokolenko et 

al., 2014; Viña et al., 2007). Entre las causas del envejecimiento podemos destacar la 

acumulación del daño oxidativo (Harman, 1956) en moléculas esenciales, tales como proteínas, 

lípidos y ADN, que conducen a la muerte celular (Mariani et al., 2005; Scheibye-Knudsen et al., 

2015) alterando la función de la mayoría de los órganos vitales (Dai et al., 2014). Cabe remarcar 

que el cerebro es uno de los órganos más sensibles al daño oxidativo debido a que, a pesar de su 

elevado consumo de oxígeno, no presenta un sistema antioxidante adicional u otros mecanismos 

de defensa en comparación a otros órganos (Freeman y Keller, 2012; Kedar, 2003; Mariani et 

al., 2005; Reiter, 1998; Yankner et al., 2008). Es por ello que los tratamientos con antioxidantes 

o el uso de dietas ricas en antioxidantes podrían ayudar a paliar o retrasar los efectos adversos 

del envejecimiento en el sistema nervioso (Ames et al., 1993; Corredor, 2006; Joseph et al., 

2009; Lau et al., 2005; Liu et al., 2002; Murphy et al., 2014; Park et al., 2009). Por otra parte, el 

entorno de un individuo ejerce un papel clave en el proceso de envejecimiento cerebral y en el 

desarrollo de enfermedades relacionadas (Hung et al., 2010; Leggio et al., 2005; Mora et al., 

2007; Nithianantharajah y Hannan, 2009; Van Praag et al., 2000). Por ello, terapias basadas en 

el enriquecimiento ambiental y el ejercicio pueden contribuir a la plasticidad cerebral (Leggio et 

al., 2005; Mohammed et al., 2002; Mora, 2013; Nithianantharajah y Hannan, 2006), paliando el 

deterioro cognitivo y motor asociado a la edad.  

Aunque las alteraciones de la salud de las personas mayores pueden ser genéticas, los 

entornos físicos y sociales revisten gran importancia (World Health Organization, 2002). Así, el 

principal objetivo de esta tesis doctoral fue el estudio de diferentes tratamientos y terapias 

proactivas para prevenir o retrasar el deterioro cognitivo y motor asociado a la edad, así como 

favorecer el envejecimiento saludable. Para ello, se analizó el efecto de dichos tratamientos 

sobre las habilidades cognitivas y motoras de ratas de edad avanzada, el metabolismo de 
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neurotransmisores monoaminérgicos y los niveles de varias proteínas relacionadas con el 

envejecimiento.  

 

5.1 Efectos del envejecimiento 

El proceso de envejecimiento está asociado al deterioro de diversas habilidades cognitivas y 

motoras, así como la modificación de la actividad de numerosas rutas intracelulares 

relacionadas con estas funciones. Los resultados de esta tesis constatan los deterioros asociados 

a la edad observados en estudios anteriores (Diggles-Buckles, 1993; Driscoll y Sutherland, 

2005; Esteban et al., 2010a, b; McDowd et al., 1991; Park et al., 2002; Park y Reuter-Lorenz, 

2009; Salthouse, 1988; Sarubbo et al., 2015, 2018; Serrien et al., 2000; Umegaki et al., 2008; 

Welford, 1984; Zacks et al., 2000). Además, es importante remarcar que en los animales viejos 

dichos deterioros se han observado en todos los grupos control.  

En esta investigación, las ratas utilizadas en los experimentos se han considerado jóvenes 

desde 1 mes hasta los 5 meses de vida, adultas hasta los 18 meses (momento en el que pierden 

la capacidad reproductora y comienza la vejez) y viejas o de edad avanzada a partir de los 18 

meses. Equiparando a humanos, se considera que 1 mes de vida en una rata sería comparable a 

unos 3 años en humanos (Sengupta, 2012, 2013). En base a esta categorización, nuestros datos 

muestran que los animales de edad avanzada presentan un empeoramiento en la memoria de 

trabajo espacial (test del laberinto radial, dependiente de la función hipocampal y ampliamente 

usado en roedores) (Bernstein et al., 1985; Lebrun et al., 1990; Lohmann y Riepe, 2007; 

Takahashi et al., 2009) en comparación a los animales jóvenes, ya que tardan más tiempo y 

cometen más errores, con el consiguiente aumento de la distancia recorrida durante la ejecución 

de la prueba. La memoria de trabajo hace referencia a la capacidad del cerebro para codificar, 

mantener y manipular la información en un plazo de tiempo corto (Cowan, 2008; Klingberg, 

2010). Así, la disminución en la memoria de trabajo observada durante el proceso de 

envejecimiento (Bopp y Verhaeghen, 2005; Borella et al., 2008; Cansino et al., 2018; Daselaar y 

Cabeza, 2013; Esteban et al., 2010a, b; Payer et al., 2006; Ramis et al., 2013, 2016, 2020, 

2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018) es considerado uno de los principales factores que 

contribuyen a trastornos cognitivos y neuropsiquiátricos (Bizon et al., 2012; Borella et al., 2008; 

Park et al., 2002). Por lo tanto, no es de extrañar que numerosas investigaciones se hayan 

centrado en intentar mejorar la memoria de trabajo a lo largo de la vida (Morrison y Chein, 

2011; Shipstead et al., 2010; Takeuchi et al., 2010). Asimismo, los resultados obtenidos de la 

memoria episódica en el test de reconocimiento de objeto nuevo, basado en la habilidad natural 

de los roedores para explorar la novedad (Antunes y Biala, 2012; Bevins y Besheer, 2006), 

muestran que los animales de edad avanzada discriminan peor el objeto nuevo del familiar en 

comparación a los animales jóvenes, con lo que se pudo comprobar que la memoria episódica 
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también se ve afectada por la edad (Ramis et al., 2013, 2016, 2020, 2021a, b; Sarubbo et al., 

2015, 2018). Este hecho puede relacionarse con la menor actividad motora mostrada en 

animales de edad avanzada frente a un ambiente novedoso, y asociarse a la bradiquinesia 

(lentitud de movimiento) observada en humanos, especialmente en los movimientos complejos 

(Huang et al., 1995; Nyakas et al., 1992; Yurek et al., 1998). En el test de Barnes, utilizado para 

analizar el aprendizaje visoespacial (Deacon y Rawlins, 2002; Harrison et al., 2006, 2009; Patil 

et al., 2009; Pompl et al., 1999; Ramis et al., 2016, 2021a, b; Sarubbo et al., 2018), los animales 

viejos también ejecutaron peor la prueba al tardar más tiempo en localizar la caja de escape y 

cometer más errores. Además, la estrategia más utilizada fue la aleatoria (en la que el animal no 

sigue ningún patrón, sino que explora agujeros al azar) (Sarubbo et al., 2018). Cabe remarcar 

que el uso de la estrategia directa se ha relacionado con la activación del hipocampo, mientras 

que la seriada se ha asociado con el estriado (Packard y Knowlton, 2002; Packard y McGaugh, 

1992; Packard y Teather, 1998; Rueda-Orozco et al., 2008; White y McDonald, 2002). Así, la 

baja utilización de las estrategias directa y seriada en los animales de edad avanzada puede 

asociarse con deterioros de la actividad neuronal del hipocampo y estriado (Foster, 1999; 

Shapiro, 2001). Todo ello confirma que durante el envejecimiento se produce una alteración de 

las habilidades cognitivas, afectando especialmente a la memoria y aprendizaje (Esteban et al., 

2010a, b; Glorioso y Sibille, 2011; Park et al., 2002; Park y Reuter-Lorenz, 2009; Ramis et al., 

2013, 2016, 2020, 2021a, b; Sarubbo et al., 2015, 2018; Wilson et al., 2006). Si bien se ha 

descrito que el hipocampo reduce su volumen con la edad (Raz et al., 2004), durante el proceso 

de envejecimiento normal no hay evidencia de que el hipocampo contenga menor cantidad de 

neuronas (Burke y Barnes, 2006), lo que ha llevado a sugerir que la causa sea debida a una 

pérdida de sinapsis (Hedden y Gabrieli, 2004; Terry, 2000) en áreas específicas del hipocampo 

(Wilson et al., 2006). Además, en el hipocampo de ratas de edad avanzada la plasticidad 

sináptica se encuentra comprometida (Burke y Barnes, 2006; Foster, 1999; Wilson et al., 2006), 

causando déficits en el almacenamiento y recuperación de información sobre la organización 

espacial del entorno (Rosenzweig y Barnes, 2003). Asimismo, el cuerpo estriado se ve afectado 

con la edad, y se refleja en deterioros de varios procesos cognitivos y motores (Brasted et al., 

1997; Cook y Kesner, 1988; Driscoll y Sutherland, 2005; Umegaki et al., 2008). En relación a 

este punto, la capacidad motora también se ve alterada durante el envejecimiento. Así, los 

animales de edad avanzada permanecen menos tiempo sobre la rueda giratoria del test del 

rotarod, mostrando una peor coordinación motora, equilibrio y fuerza (Esteban et al., 2010a, b; 

Pitozzi et al., 2012; Ramis et al., 2016, 2021a, b; Sarubbo et al., 2018). Esta disfunción motora 

puede relacionarse con alteraciones en los sistemas de neurotransmisión (Esteban et al., 2010a, 

b; Joseph., 1992; Joseph et al., 1999; Kaasinen y Rinne, 2002; Morgan et al., 1987) y/o 

disfunciones del estriado (Seidler et al., 2010). 
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En los animales viejos, en el análisis cromatográfico mediante HPLC se observa un descenso 

significativo en la actividad de las vías serotonérgicas y catecolaminérgicas, tanto en el 

hipocampo (donde llegan terminales que sintetizan 5-HT y NA) (Berumen et al., 2012; Viljoen 

y Panzer, 2007) como en el estriado (5-HT y DA) (George et al., 1994; Phillips, 2003), 

pudiendo ser una de las causas del declive cognitivo y motor que hemos observado en las ratas 

viejas (Collier et al., 2004; Esteban et al., 2010a, b; Lemon et al., 2009; Ramis et al., 2016, 

2020, 2021a, b; Sahakian et al., 1985; Sara et al., 1994, 1995; Sarubbo et al., 2015, 2018; 

Vankov et al., 1995; Yurek et al., 1998). Además, también se produce un descenso de la vía 

serotonérgica en la glándula pineal (Moranta et al., 2014), en la que la enzima limitante TPH-1 

es una isoforma diferente a la cerebral (TPH-2); esta disminución puede relacionarse con 

alteraciones en la producción de la melatonina endógena (potente antioxidante y compuesto 

básico para la sincronización de los ritmos biológicos) (Erren y Reiter, 2008; Poeggeler, 2005; 

Reiter et al., 1980, 1981). La disfunción del SNC con la edad se ha asociado a alteraciones en 

las concentraciones cerebrales de neurotransmisores monoaminérgicos (NA, DA, 5-HT), los 

cuales están involucrados en numerosas funciones cerebrales. Entre estas funciones cabe 

destacar su importancia sobre la regulación de las habilidades cognitivas y motoras, 

especialmente en el hipocampo y el estriado (Gonzalez-Burgos y Feria-Velasco, 2009; Haider et 

al., 2011, 2014; Li et al., 2003; Luine et al., 1990; Manahan-Vaughan y Kulla, 2003; Tsunemi et 

al., 2005). La reducción observada en la síntesis de monoaminas cerebrales se debe 

principalmente a la disminución de la actividad de las enzimas TPH-2 y TH (enzimas limitantes 

de la vía serotonérgica y catecolaminérgica respectivamente). Esta reducción se ha analizado 

mediante el estudio de la acumulación in vivo de 5-HTP y DOPA tras la inhibición de la 

descarboxilación mediante una dosis efectiva máxima del fármaco NSD-1015 administrado 30 

minutos antes del sacrificio (Carlsson et al., 1972; Nissbrandt et al., 1988). Dicha acumulación 

es significativamente menor en los animales de edad avanzada en comparación a los animales 

jóvenes. Varios estudios han sugerido que la disminución de la función enzimática de TPH y 

TH puede ser debida al daño oxidativo producido por ROS (Cash, 1998; De la Cruz et al., 1996; 

Hussain y Mitra, 2000; Kuhn y Arthur, 1996), lo que puede explicar la reducción significativa 

de las monoaminas centrales asociada a la edad en las regiones cerebrales indicadas 

anteriormente (Luine et al., 1990; Esteban et al., 2010a, b; Sarubbo et al., 2015). 

Varias vías de señalización intracelular asociadas con la longevidad han mostrado también la 

capacidad de desempeñar importantes funciones cerebrales superiores (Herskovits y Guarente, 

2014; Hoeffer y Klann, 2010; Michán et al., 2010), proporcionando una conexión entre el 

envejecimiento y la plasticidad potencial del SNC (Bouchard y Villeda, 2015). En los últimos 

años diversas investigaciones han sugerido que SIRT1 ejerce un papel clave en el proceso del 

envejecimiento. En relación a este punto, los datos obtenidos en nuestra investigación indican 
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que los niveles de SIRT1 hipocampal presentan un descenso significativo en los animales de 

edad avanzada en comparación a los animales jóvenes, tal y como han descrito estudios 

anteriores (Quintas et al., 2012; Sarubbo et al., 2018). Asimismo, reducciones en la expresión o 

actividad de SIRT1 pueden contribuir al envejecimiento y a los procesos inflamatorios, con 

consecuencias negativas sobre las capacidades cognitivas y contribuyendo al desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas asociadas a esta etapa de la vida, tales como Alzheimer y 

Parkinson (Herskovist y Guarente, 2013, 2014; Jiang et al., 2012; Qin et al., 2006). En estudios 

previos sobre sirtuínas, los resultados conductuales fueron paralelos a cambios en la plasticidad 

sináptica o estructural (mediante modificaciones en la potenciación a largo plazo o alteraciones 

en la densidad de espinas dendríticas) en regiones cerebrales vulnerables a los efectos del 

envejecimiento (como el hipocampo) (Bouchard y Villeda, 2015; Gao et al., 2010; Michán et 

al., 2010). Así, SIRT1 es capaz de modular la plasticidad sináptica y los procesos de memoria 

durante el envejecimiento normal (Herskovits y Guarente, 2014), incluida la memoria 

inmediata, el condicionamiento clásico y el aprendizaje espacial en el hipocampo (Michán et al., 

2010).  

Durante el proceso de envejecimiento normal suele observarse un incremento de procesos 

inflamatorios como mecanismo de defensa contra el daño cerebral, así como la inducción de 

genes asociados a respuestas inmunitarias e inflamatorias a nivel cerebral (Adler et al., 2007; 

Berchtold et al., 2008; Cribbs et al., 2012; Soreq et al., 2017; Yeung et al., 2004) que puede 

afectar a las habilidades cognitivas y motoras, contribuyendo también al desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas (Liu y Chan, 2014; Simi et al., 2007; Wonodi y Schwarcz, 

2010). Así, el envejecimiento puede conllevar una sobreactivación de la vía de NF-ĸB (Adler et 

al., 2007; Quivy y Van Lint, 2004). En relación a ello, la sobreactivación de esta vía puede 

producir una neuroinflamación crónica y la inducción de la generación de ROS (Bok et al., 

2019; Tilstra et al., 2012); a su vez, ROS activa NF-ĸB, formándose así un bucle de mayor 

producción de ROS e incremento de la actividad de NF-ĸB (Chung et al., 2002; Mhatre et al., 

2004). Varias vías son capaces de mediar la activación de NF-ĸB; entre estas vías encontramos 

SIRT1, la cual es capaz de actuar sobre la desacetilación de la subunidad p65 de NF-ĸB, 

disminuyendo la inflamación (Oeckinghaus y Ghosh, 2009; Yeung et al., 2004). Es por ello que 

la disminución de la actividad de SIRT1 observada en animales de edad avanzada puede 

contribuir al incremento de procesos inflamatorios. Este aumento puede ser especialmente 

significativo en el hipocampo, región cerebral con niveles más altos de NF-ĸB (Meberg et al., 

1996). La mayor susceptibilidad del hipocampo a la neuroinflamación en animales viejos puede 

ser debida a su mayor proporción de astrocitos y microglia respecto a otras regiones, generando 

una producción más alta y rápida de citoquinas proinflamatorias, acompañado a su vez de bajos 

niveles de moléculas antiinflamatorias (Barrientos et al., 2012; Campuzano et al., 2009; Flowers 



Discusión 

212 

et al., 2015; Pitossi et al., 1997). La proximidad del hipocampo a los ventrículos laterales y 

órganos circumventriculares muy vascularizados también puede favorecer el transporte de 

moléculas proinflamatorias (Katsuura et al., 1990). Por otra parte, la constante neuroinflamación 

asociada a la edad produce modificaciones en la síntesis de neurotransmisores (García-Bueno y 

Leza, 2008). En relación a este punto, se ha indicado que la neuroinflamación prolongada puede 

alterar la síntesis de catecolaminas y serotonina; por ejemplo, en lugar de formarse 5-HT a partir 

de triptófano se forma ácido quinurénico que inhibe los receptores N-metil-D-aspartato 

(NMDA) (García-Bueno y Leza, 2008), receptores implicados en los procesos de memoria, 

produciendo a su vez deterioros de las habilidades cognitivas. Sin embargo, con nuestra 

metodología, los resultados de este trabajo muestran que el envejecimiento no afecta 

significativamente a los niveles totales de la proteína NF-ĸB hipocampal. Estos datos coinciden 

con otros estudios previos en los que el envejecimiento tampoco modificó los niveles de NF-ĸB 

en hipocampo de ratas viejas (Korhonen et al., 1997) ni ratones (Adler et al., 2007). Aun así, se 

ha descrito que los niveles de NF-ĸB acetilada son significativamente superiores en hipocampos 

de animales de edad avanzada, siendo la proporción NF-ĸB acetilada/NF-ĸB total 

considerablemente superior en ratas viejas en comparación a ratas jóvenes (Sarubbo et al., 

2018). Al igual que en los animales de edad avanzada, nuestros resultados en las diferentes 

terapias aplicadas no muestran cambios significativos en los niveles de NF-ĸB totales en 

comparación a los controles viejos o a los animales jóvenes. Solamente el tratamiento crónico 

con α-tocoferol a dosis bajas es capaz de reducir significativamente los niveles totales de NF-

ĸB. A pesar de no detectarse cambios en los niveles de NF-ĸB en la mayor parte de los 

diferentes tratamientos y terapias que hemos usado, para todos ellos se ha descrito que pueden 

ejercer efectos antiinflamatorios (Briones et al., 2013; Cai et al., 2007; Chen et al., 2019; Fu et 

al., 2018; Galli et al., 2017; Jurgens y Johnson, 2012; Liu et al., 2019b; Pervin et al., 2018, 

2019; Rothenberg y Zhang, 2019; Ryan y Nolan, 2016); por ejemplo, mediante la disminución 

de la secreción de citoquinas proinflamatorias (Csiszar et al., 2014; Silva et al., 2020; Speisman 

et al., 2013; Xu et al., 2015; Zhang et al., 2016), mejorándose la función cerebral (Cotman et al., 

2007) y los procesos cognitivos como la memoria (Abraham y Johnson, 2009; Williams et al., 

2008). Asimismo, se ha indicado que el tratamiento con diversos polifenoles es capaz de 

disminuir los valores de la forma acetilada de NF-κB y de reducir el estado proinflamatorio en 

animales de edad avanzada (Sarubbo et al., 2018), los cuales ya muestran unos niveles de NF-

κB acetilada elevados debido a la edad. Se ha mostrado también que el EA puede promover la 

neurogénesis y plasticidad a través de NF-κB/p65 (Neidl et al., 2016; Zhang et al., 2018). Por 

todo ello, aunque nuestros resultados no hayan podido evidenciarlo, no se descarta que los 

tratamientos y terapias aplicados puedan inducir cambios en la vía de señalización de NF-κB 

debido a su compleja regulación y/o especificidad del tipo celular (Dresselhaus y Meffert, 2019; 

Snow y Albensi, 2016). 
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Otra proteína implicada en los procesos de memoria asociados al hipocampo es RbAp48, 

especialmente en el giro dentado (Pavlopoulos et al., 2013). Nuestros datos obtenidos indican 

que se produce una disminución en la expresión de la proteína RbAp48 con la edad, tal y como 

se ha descrito anteriormente (Pavlopoulos et al., 2013; Kosmidis et al., 2018). Esta proteína 

tiene la capacidad de actuar sobre las histonas y modificar sus patrones de acetilación, afectando 

a la consolidación de la memoria (Kosmidis et al., 2018). Así, déficits de esta proteína se han 

correlacionado con alternaciones cognitivas durante el proceso de envejecimiento (Kosmidis et 

al., 2018; Pavlopoulos et al., 2013). Se ha descrito también que esta proteína puede controlar la 

expresión de otras proteínas asociadas a procesos cognitivos, tales como BDNF y el receptor 

acoplado a proteínas G 158 en el hipocampo (Kosmidis et al., 2018), afectando a la plasticidad 

cerebral. Cabe indicar que, a parte de la disminución con la edad, no se han detectado cambios 

significativos en la expresión de RbAp48 en ninguno de los tratamientos aplicados en 

comparación a sus controles, por lo que no podemos extraer datos concluyentes sobre el papel 

de la proteína RbAp48 en las mejoras observadas en nuestro estudio a nivel comportamental.  

Se ha descrito que la producción de radicales libres asociados al daño oxidativo es una de las 

causas del envejecimiento. Además, diversas investigaciones han asociado el incremento de 

ROS con la aparición de disfunciones cerebrales (Berr et al., 2000; Gallagher et al., 1996; 

Serrano y Klann, 2004). En este sentido, el envejecimiento cerebral puede asociarse, al menos 

parcialmente, con un desequilibrio progresivo entre las defensas antioxidantes y las 

concentraciones intracelulares de ROS (Reiter, 1998). Nuestros resultados indican que los 

animales de edad avanzada presentan incrementos significativos de MDA (indicador de la 

peroxidación lipídica) en la corteza cerebral (Tejada et al., 2006), mientras que las diferentes 

dosis de α-tocoferol aplicadas en animales viejos reducen los niveles de MDA (Ramis et al., 

2016). De igual modo, otros autores observaron concentraciones similares de MDA en la 

corteza y el hipocampo de ratas envejecidas, que también se redujeron después del tratamiento 

con tocoferol (Jolitha et al., 2006).  

 

Con todo ello, se ha podido constatar que durante el proceso de envejecimiento se producen 

modificaciones adversas que afectan a la calidad de vida. Es por ello que esta investigación se 

ha basado en la aplicación de diversas estrategias para intentar prevenir o retrasar los deterioros 

observados. A continuación, se detallan los cambios producidos en cada una de las estrategias 

utilizadas en esta tesis. 
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5.2 Efectos de los tratamientos con antioxidantes sobre el proceso de 

envejecimiento 
 

La intervención de ROS en el proceso de envejecimiento ha generado la búsqueda de 

estrategias basadas en la administración de antioxidantes que puedan retrasar o paliar los 

cambios producidos con la edad (Maxwell, 1995). En la presente investigación se ha analizado 

el efecto de tratamientos crónicos con α-tocoferol (isoforma de la vitamina E) y los polifenoles 

resveratrol y catequina, así como el extracto de té verde poliphenon 60 (Ramis et al., 2016, 

2020) y una dieta rica en antioxidantes (Ramis et al., 2021a).  

La administración aguda de los antioxidantes resveratrol, α-tocoferol, catequina y 

poliphenon 60, al contrario que la administración crónica, no alteró la memoria de trabajo 

espacial en animales adultos que ya empiezan a presentar un deterioro cognitivo asociado a la 

edad, descartando un efecto agudo de dichos antioxidantes. A diferencia, trabajos previos del 

grupo pusieron de manifiesto que algunos fármacos administrados de forma aguda son capaces 

de producir efectos beneficiosos sobre la memoria de trabajo espacial y la memoria episódica. 

Por ejemplo, ratas viejas tratadas con hormona de crecimiento mostraron una mayor eficiencia a 

la hora de ejecutar la prueba (Ramis et al., 2013).  

 

5.2.1 Efectos de la restricción calórica y el resveratrol en animales adultos 

En animales adultos, los datos obtenidos muestran como tanto el RES como la RC son 

capaces de mejorar la memoria de trabajo espacial y la memoria episódica, contrarrestando los 

efectos adversos cognitivos asociados a las primeras etapas del proceso de envejecimiento. 

Dentro de estas acciones se encuentra la capacidad de actuar como estimulantes de la memoria 

(Bigford y Del Rossi, 2014). En el caso de la coordinación motora, el tratamiento con RES no 

modificó el tiempo de permanencia sobre la rueda giratoria, mientras que los animales del grupo 

RC mostraron una mejora en el test del rotarod; sin embargo, esta mejora se puede asociar a la 

significativa reducción de peso que sufrieron dichos animales. La RC (basada en la reducción de 

la ingesta calórica sin producir malnutrición) es considerada una de las terapias capaz de 

aumentar la esperanza de vida en muchas especies, incluyendo los mamíferos (Colman et al., 

2009; Ingram et al., 2006; Ingram y Roth, 2015; Masoro, 2005; Weindruch, 1996), y de mejorar 

el estado de la salud del individuo, desacelerando el deterioro funcional asociado al 

envejecimiento y paliando o retrasando la aparición de enfermedades relacionadas (Allard et al., 

2009; Ingram et al., 2006; Ingram y Roth, 2015; Omodei y Fontana, 2011). En consonancia a 

nuestros resultados, la RC ha mostrado ejercer efectos beneficiosos significativos frente al 

empeoramiento del aprendizaje y la memoria asociado a la edad en roedores (Chouliaras et al., 

2011; Ingram et al., 2006) y humanos (Witte et al., 2009). En este sentido, se ha descrito que la 
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RC posee la capacidad para inducir los mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo, 

particularmente aquellos que están implicados en la detoxificación de ROS (Ristow y 

Schmeisser, 2014), que pueden conllevar mejoras en las habilidades cognitivas. Por ejemplo, la 

RC es capaz de retrasar tanto la peroxidación lipídica (Matsuo et al., 1993) como la 

acumulación de proteínas oxidadas (Dubey et al., 1996; Lee et al., 1999), reduciendo también el 

daño oxidativo del ADN (Chistiakov et al., 2014). En relación al antioxidante RES, estudios 

previos le han atribuido numerosas propiedades anti-envejecimiento (Allard et al., 2009; 

Bigford y Del Rossi, 2014; Das y Maulik, 2006; Frémont, 2000; Lamming et al., 2004; Pallàs et 

al., 2013; Robb et al., 2008; Smoliga et al., 2013), especialmente por ser un mimético de la RC 

(Frescas et al., 2005; Howitz et al., 2003; Picard et al., 2004; Valenzano y Cellerino, 2006; 

Wood et al., 2004) y mejorar la salud general en mamíferos (Baur et al., 2006). Asimismo, se ha 

descrito que el RES posee propiedades antioxidantes y capacidad para reducir el estrés 

oxidativo (Yang et al., 2015a), ayudando a mantener unos niveles adecuados de las defensas 

antioxidantes en regiones cerebrales asociadas a procesos cognitivos. Esta capacidad del RES 

para contener el estrés oxidativo puede ayudar a prevenir la pérdida de capacidades cognitivas 

asociadas a la edad. Al igual que la mayoría de los polifenoles, el RES tiene una capacidad 

antioxidante intrínseca, pero también induce las actividades y la expresión de una serie de 

enzimas antioxidantes (Baur y Sinclair, 2006; Kwon et al., 2010), lo cual dificulta descifrar la 

contribución precisa de cada mecanismo a una reducción general del daño oxidativo (Halliwell, 

2007; Robb et al., 2008). Sin embargo, la baja biodisponibilidad y la débil capacidad de 

eliminar directamente ROS hace que la citoprotección a través de reacciones químicas directas 

sea poco probable (Leonard et al., 2003; Sale et al., 2004). Por lo tanto, las acciones 

beneficiosas del RES sobre las habilidades cognitivas pueden ser el resultado de su capacidad 

para iniciar una cascada de eventos intracelulares que conduzcan a una regulación positiva de 

los sistemas de defensa celular, que a su vez protegen contra la muerte mediada por el estrés 

oxidativo, como por ejemplo la vía de las sirtuínas (Robb et al., 2008; Pallàs et al., 2013), 

permitiendo reparar la función cerebral al alcanzar edades avanzadas.  

 

Parte de las mejoras observadas a nivel cognitivo y motor en los grupos RC y RES pueden 

ser debidas a la capacidad de inducir cambios en los neurotransmisores monoaminérgicos, tanto 

en hipocampo como estriado. En este sentido, nuestros resultados muestran que la aplicación de 

la RC mejora las vías noradrenérgicas y dopaminérgicas. Así, se produce un aumento de la 

actividad TH, con un incremento de los niveles de DOPA y DA, por lo que la RC puede atenuar 

la disminución de DA asociada a la edad (Maswood et al., 2004; Roth y Joseph, 1994), 

relacionándose también con una mayor capacidad motora. De igual modo, los niveles de NA 

también están incrementados, pudiéndose asociar a una mejora cognitiva (Rojic-Becker et al., 

2019). La protección de la RC sobre las neuronas dopaminérgicas y noradrenérgicas puede 
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relacionarse con una regulación positiva de los factores neurotróficos, tales como BDNF (Duan 

et al., 2001; Maswood et al., 2004), reduciendo también los niveles celulares de estrés oxidativo 

(Barja, 2002) e incrementando la plasticidad cerebral (Mattson, 2000). Sin embargo, en otras 

áreas cerebrales no se han observado cambios tras la aplicación de la RC (Del Arco et al., 2011). 

En cuanto a la vía serotonérgica, nuestros datos muestran cómo se produce una reducción en los 

niveles de 5-HTP y 5-HT tanto en hipocampo como en estriado. Esta disminución es congruente 

con la reducción en la temperatura corporal registrada en estos mismos animales, de modo 

semejante al descrito en ratas por otros autores (Mayers et al., 2009; Speakman y Mitchell, 

2011; Swoap, 2008), e incluso en humanos (Heilbronn et al., 2006). Asimismo, la restricción de 

alimentos también puede conllevar cambios neuroquímicos que afectan negativamente a la 

regulación del estado del ánimo (Chandler-Laney et al., 2007), pudiéndose asociar a la 

disminución de 5-HT cerebral observada. A diferencia de la disminución de la actividad TPH-2, 

en la glándula pineal no se producen cambios significativos en la síntesis de 5-HT, lo que 

sugiere una modulación diferente de la isoforma TPH-1. Todo lo indicado anteriormente, junto 

a la dificultad de aplicar la RC en humanos, hace que sea necesaria la búsqueda de miméticos de 

la RC que no conlleven disminuciones de la temperatura ni afecten negativamente al estado de 

ánimo, como por ejemplo el RES (Mayers et al., 2009). 

El tratamiento con RES tiene la capacidad de incrementar la actividad de las vías 

noradrenérgicas, dopaminérgicas y serotonérgicas en hipocampo y estriado, así como en la 

glándula pineal. Estas mejoras sobre los niveles de NA, DA, 5-HT y sus precursores en 

animales adultos fueron similares a los obtenidos en animales de edad avanzada (Sarubbo et al., 

2015), así como tras la aplicación de otros polifenoles (Sarubbo et al., 2018). Dichas mejoras 

pueden asociarse a la capacidad del RES de proteger a las enzimas frente a los agentes oxidantes 

que causan la pérdida de funcionalidad enzimática (Bastianetto et al., 2000; Rose et al., 2014; 

Wang et al., 2011). En este sentido, se han descrito efectos similares sobre el sistema 

dopaminérgico de roedores tratados con RES tras el daño causado por diversos agentes tóxicos 

(Blanchet et al., 2008; Lofrumento et al., 2014; Rose et al., 2014; Wang et al., 2011). Por lo 

tanto, el RES puede tener un efecto neuroprotector, aumentando la actividad enzimática de TH y 

TPH (en sus dos isoformas), incrementando a su vez los niveles de las monoaminas cerebrales y 

contribuyendo a una mejora de la función cognitiva. En animales de edad avanzada se ha 

descrito como varios polifenoles, incluyendo el RES, tienen la capacidad de inhibir la enzima 

MAO-A hipocampal, reduciendo la tasa de metabolización de 5-HT (Sarubbo et al., 2015, 

2018). Así, los polifenoles pueden aumentar tanto la síntesis como la acumulación de 5-HT, 

prolongando la actividad sináptica de los neurotransmisores (Bandaruk et al., 2012; Ogle et al., 

2013; Yáñez et al., 2006; Zhu et al., 2014). Sin embargo, en el presente estudio en animales 

adultos el aumento de los niveles de 5-HT y 5-HIAA parecen estar más relacionados con un 
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aumento de la actividad de la TPH-2, y por tanto una mejora de la síntesis y metabolismo de la 

5-HT, que a una inhibición producida por la MAO-A. El RES puede ejercer sus acciones 

mediante diversas vías; por ejemplo, con cambios en la actividad sináptica o en la recaptación 

de monoaminas (Yañez et al., 2006; Xu et al., 2010). La reducción del estrés oxidativo 

protegiendo TH y TPH de ROS, así como las mejoras cognitivas y motoras asociadas, también 

pueden relacionarse con la capacidad de los antioxidantes de modificar otras vías intracelulares, 

tales como proteínas con efectos a nivel cognitivo o con funciones antiinflamatorias. 

 

La RC y el RES en el hipocampo han mostrado la capacidad de suavizar la disminución de 

SIRT1 debida a la edad en los animales adultos, aunque no de forma significativa. Parte de la 

mejora cognitiva de los grupos RC y RES puede deberse a su capacidad para activar SIRT1. En 

relación a este punto, aunque las bases de la eficacia de la RC no están completamente 

definidas, gran parte de sus efectos han sido asociados a su capacidad para incrementar y activar 

la familia de las sirtuínas (Allard et al., 2009; Mair y Dillin, 2008; Quintas et al., 2012; Testa et 

al., 2014). Se ha sugerido que el declive en la expresión o actividad de SIRT1 contribuyen al 

envejecimiento y a la inflamación, alterando también las capacidades cognitivas (Gao et al., 

2010; Herskovist y Guarente, 2013, 2014; Jiang et al., 2012; Qin et al., 2006; Salminen et al., 

2008), por lo que la RC puede prevenir esta disminución asociada a la edad, presentando efectos 

beneficiosos sobre las funciones cognitivas. Aunque se desconocen los mecanismos 

responsables de la disminución de SIRT1 asociado a la edad, se ha apuntado que uno de los 

motivos podría ser el daño oxidativo (Wu et al., 2006). Es por ello que los antioxidantes pueden 

atenuar o revertir el descenso de SIRT1 en regiones cerebrales relacionadas con las habilidades 

cognitivas y motoras (Ramis et al., 2015a). Además, los compuestos activadores de sirtuínas 

pueden actuar previniendo el estrés oxidativo, preservando la estructura y funcionalidad 

sináptica y contribuyendo a la conservación de las capacidades cognitivas (Gräff y Tsai., 2013). 

Como se ha indicado anteriormente, el RES es considerado un mimético de la RC debido a su 

habilidad para activar las sirtuínas, especialmente SIRT1 en mamíferos (Frescas et al., 2005; 

Howitz et al., 2003; Picard et al., 2004; Wood et al., 2004), por lo que resulta una estrategia 

alternativa a la RC muy útil debido a la dificultad de aplicar las terapias de RC en humanos. En 

relación a ello, aunque se ha indicado que el resveratrol puede presentar una habilidad 

neuroprotectora por su propio efecto antioxidante, varios estudios han descrito que este efecto 

podría ser indirecto, a través de su capacidad para actuar a nivel transcripcional sobre la 

expresión de las sirtuínas (Raval et al., 2006, 2008; Sarubbo et al., 2015), favoreciendo por 

ejemplo su sobreexpresión (Mannari et al., 2010). Asimismo, el uso de antioxidantes como el 

RES u otros polifenoles puede revertir o retrasar el deterioro cognitivo, pudiendo reducir la 

sobreactivación de la neuroinflamación asociada a la edad (Sarubbo et al., 2018) y regular la 
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plasticidad sináptica que afecta a las funciones cognitivas (Gao et al., 2010; Michán et al., 

2010). 

 

5.2.2 Efectos del α-tocoferol, catequina y poliphenon 60 en animales viejos, así como 

la administración de una dieta rica en antioxidantes 
 

El presente estudio indica que los tratamientos con los antioxidantes α-tocoferol, catequina y 

poliphenon 60 (extracto de té verde) en animales viejos, así como también una dieta rica en 

antioxidantes aplicada desde la edad adulta, ejercen efectos restaurativos sobre las tareas 

relacionadas con la memoria en animales de edad avanzada de forma similar a otros 

tratamientos crónicos con melatonina o resveratrol y otros polifenoles (Esteban et al. 2010a; 

Moranta et al., 2014, Sarubbo et al., 2015, 2018). Nuestros resultados indican que dichos 

antioxidantes produjeron una mejora significativa en la memoria de trabajo espacial, la memoria 

episódica y el aprendizaje visoespacial. Únicamente las dosis más altas de α-tocoferol tuvieron 

un efecto positivo sobre las habilidades motoras, incrementando el tiempo de permanencia sobre 

la rueda giratoria. En la dieta rica en antioxidantes, nuestros datos (Ramis et al., 2021a) están 

también en consonancia con otras investigaciones en las que la administración crónica de dietas 

ricas en polifenoles (por ejemplo, enriquecidas con frutos rojos) mejoran la conducta 

exploratoria, la memoria y el aprendizaje en roedores de edad avanzada (Blaylock y Maroon., 

2012; Liu et al., 2006; Shukitt-Hale et al., 2009; Vauzour et al., 2008).  

La vitamina E, micronutriente esencial para los humanos y un compuesto habitual de la dieta 

mediterránea, es considerada una potente sustancia antioxidante (Meydani, 1995; Schneider, 

2005), cuyos niveles óptimos en el organismo son beneficiosos para la salud (Galli et al., 2017). 

Se ha descrito que posee la capacidad de fortalecer el sistema de defensa antioxidante, reducir la 

generación de ROS y preservar la integridad y fluidez de las membranas cerebrales, así como 

mejorar la función mitocondrial (Hong et al., 2004; Sokol et al., 1998) y las capacidades 

cognitivas. En relación con ello, varias investigaciones han mostrado que ejerce un papel 

preventivo contra el declive cognitivo asociado al envejecimiento e incluso puede paliar 

diversos efectos adversos de enfermedades neurodegenerativas (Joseph et al., 1998; Li et al., 

2012; Navarro et al., 2005; Sano et al., 1997; Yamada et al., 1999), en consonancia a nuestros 

resultados. La suplementación con α-tocoferol también mostró efectos protectores contra la 

pérdida de la función motora asociada a la edad en ratas (Joseph et al., 1998) y ratones 

(Ulatowski et al., 2014; Yokota et al., 2001). A pesar de ello, otros estudios han indicado que la 

ingesta de vitamina E no condujo a ninguna mejora en el rendimiento motor en ratones de edad 

avanzada o incluso mostraron un empeoramiento (Sumien et al., 2004). Asimismo, aunque el α-

tocoferol desaceleró la progresión de la enfermedad de Alzheimer, los pacientes que recibieron 

el tratamiento combinado con tocoferol y selegilina aumentaron el número de caídas y episodios 
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sincopales (Sano et al., 1997). Estos resultados divergentes pueden estar relacionados con la 

dosis de α-tocoferol utilizada, la duración del tratamiento y el comienzo del mismo, ya que 

algunos estudios sugieren que el tratamiento puede no ser efectivo a menos que se implemente 

antes de la aparición de pérdidas en la capacidad funcional (Luchsinger et al., 2003; Petersen et 

al., 2005; Sumien et al., 2004). Por lo tanto, las dosis y el período de tiempo de tratamiento 

utilizado en el presente estudio parecen estar dentro del rango adecuado para inducir un efecto 

funcional beneficioso. Por otra parte, cabe tener en cuenta que, a pesar de la abundancia natural 

de vitamina E en los alimentos de origen vegetal, un número muy significativo de personas no 

ingieren los niveles de consumo recomendados (Fulgoni et al., 2011), especialmente si no se 

sigue una dieta rica en verduras. Se ha descrito que los niveles adecuados de vitamina E son 

críticos para mantener la salud neurológica. La evidencia más llamativa de este requisito son las 

manifestaciones patológicas del síndrome de ataxia con deficiencia de vitamina E en humanos, 

los cuales presentan numerosas deficiencias neurológicas (incluyendo alteraciones en los axones 

y las mitocondrias neuronales, procesos de desmielinización, y problemas de comunicación 

neuronal) (Cavalier et al., 1998; Ouahchi et al., 1995; Ulatowski et al., 2014). 

Los flavanoles, antioxidantes que forman parte del grupo de los polifenoles flavonoides, 

pueden ejercer efectos positivos sobre las capacidades cognitivas de mamíferos (Spencer, 2010). 

Entre los productos ricos en estos polifenoles (como muchos tipos de frutas incluyendo 

albaricoques, manzanas y uvas), los extractos de té verde han atraído una gran atención debido a 

su gran consumo en todo el mundo como infusión (Lakenbrink et al., 2000; Peng et al., 2014; 

Prasanth et al., 2019; Rietveld y Wiseman, 2003). El poliphenon 60 es un compuesto 

representativo del té verde, incluyendo también catequinas (Jung et al., 2012). La ingesta de 

extractos de té verde se ha asociado con una variedad de efectos beneficiosos para la salud, 

incluyendo efectos neuroprotectores (Chen et al., 2018; Mancini et al., 2017; Pervin et al., 

2018). También presentan un potencial terapéutico sobre los efectos adversos asociados a la 

edad y a enfermedades relacionadas (Assunção et al., 2011; Kuriyama et al., 2006; Maki et al., 

2009; Matsuyama et al., 2008; Unno et al., 2004, 2007), en los que el estrés oxidativo y la 

inflamación se han identificado como los principales mecanismos moleculares subyacentes 

produciendo alteraciones cerebrales (Andrade y Assunção, 2012; Farzaei et al., 2019; Li et al., 

2009; Unno et al., 2007). De hecho, los principales compuestos polifenólicos que se encuentran 

en los extractos de té verde poseen propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Además, se ha 

demostrado que las catequinas cruzan la barrera hematoencefálica, alcanzando el tejido cerebral 

donde ejercen sus efectos neuroprotectores, mejorando la función cerebral (Andrade y 

Assunção, 2012; Mancini et al., 2017).  
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Parte de las mejoras observadas a nivel cognitivo y motor se asocian a modificaciones en los 

niveles de neurotransmisores monoaminérgicos. Nuestros datos indican que los antioxidantes 

aplicados α-tocoferol (especialmente las dosis más elevadas), catequina y poliphenon 60 ejercen 

efectos beneficiosos sobre la síntesis de los neurotransmisores monoaminérgicos en el 

hipocampo (sistema noradrenérgico y serotonérgico) y el estriado (sistema dopaminérgico y 

serotonérgico) de ratas viejas, mejorando la función enzimática de las enzimas limitantes TPH-2 

y TH. En el hipocampo, estos antioxidantes incrementan los niveles de NA y 5-HT así como sus 

precursores DOPA y 5-HTP. En el estriado, también se produjo un aumento en los niveles de 

DA y 5-HT y sus precursores DOPA y 5-HTP. La mejora observada en la capacidad motora de 

ratas viejas tratadas con α-tocoferol se puede correlacionar con el aumento de DA en el cuerpo 

estriado; sin embargo, el aumento de DA en los animales tratados crónicamente con catequina o 

poliphenon 60 no desencadenó una mejora de la coordinación motora. Los antioxidantes 

administrados también mejoraron la vía serotonérgica en la glándula pineal, incrementando la 

función enzimática de la enzima limitante TPH-1 como puede observarse en los niveles del 

precursor 5-HTP, efecto descrito previamente tras la administración de otros polifenoles 

(Sarubbo et al., 2015, 2018), lo que podría tener como consecuencia un efecto beneficioso en la 

producción de melatonina, que a su vez es un potente antioxidante cuyos niveles disminuyen 

drásticamente con la edad (Reiter et al., 1980, 1981). 

En consistencia con nuestros resultados, se ha reportado que la administración de vitamina E 

restableció la expresión y actividad de TPH, así como el contenido de 5-HT en el hipotálamo 

(Rahman y Thomas, 2014) y protegió la TH en neuronas noradrenérgicas (Pasbakhsh et al., 

2008) y dopaminérgicas de la sustancia nigra (Ueda et al., 2005) contra la degeneración. Por 

tanto, la vitamina E puede ejercer un efecto neuroprotector gracias a su capacidad para 

recuperar la actividad de las enzimas limitantes en la síntesis de monoaminas TH y TPH en sus 

dos isoformas (Walther et al., 2003). Estos resultados son consistentes con el efecto 

neuroprotector del α-tocoferol (Navarro et al., 2011; Socci et al., 1995) ya que una propiedad 

bien conocida de dicho compuesto es su capacidad para reducir la peroxidación lipídica y la 

oxidación de proteínas en el cerebro (Navarro et al., 2011; Niki et al., 1993; Yokota et al., 

2001), induciendo cambios adaptativos en las defensas antioxidantes para compensar la mayor 

generación de radicales libres con la edad (Wu et al., 2010). De hecho, dado que el daño 

oxidativo es un factor importante en el envejecimiento cerebral (Forster et al., 1996), extensa 

literatura ha analizado el poder de los antioxidantes contra el estrés oxidativo, incluida la 

vitamina E y el α-tocoferol, vinculando directamente los radicales libres y el daño oxidativo con 

la disminución cognitiva y/o motora (La Fata et al., 2014; Socci et al., 1995; Ulatowski et al., 

2014). En este sentido, la deficiencia de vitamina E se ha asociado con deterioros cognitivos y 

motores (Fukui et al., 2002; Ulatowski et al., 2014; Yokota et al., 2001), mientras que la 
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suplementación dietética a largo plazo de vitamina E puede mejorar la función cognitiva durante 

el envejecimiento (Joseph et al., 1998; Murray y Lynch, 1998; Navarro et al., 2005; Socci et al., 

1995) al mantener una defensa antioxidante adecuada en el hipocampo (Murray y Lynch, 1998; 

Navarro et al., 2011) y reducir la degeneración de las células hipocampales (Hara et al., 1990). 

Asimismo, la eficacia antioxidante de la vitamina E aumenta después de los tratamientos a largo 

plazo con α-tocoferol porque el cerebro tiende a aumentar su concentración (dentro de la bicapa 

lipídica de las membranas) (Vatassery et al., 1999). De esta manera, la suplementación dietética 

con altas dosis de α-tocoferol de 2 a 8 meses aumentó los niveles de vitamina E en la corteza 

cerebral y el hipocampo (Martin et al., 1999, 2000a) en consonancia con lo observado en esta 

investigación, con un aumento en los niveles cerebrales de α-tocoferol de una manera dosis-

respuesta que fue acompañado de una disminución de los niveles de MDA (Ramis et al., 2016).  

Los efectos de la catequina y el poliphenon 60 apoyan las mejoras obtenidas con otros 

compuestos polifenólicos (Sarubbo et al., 2015, 2018). La exposición a una mezcla de 

polifenoles del té verde (poliphenon 60) o a la catequina no sólo protege los sistemas 

monoaminérgicos analizados, sino que parece recuperarlos de la disminución asociada a la edad, 

no habiendo diferencias significativas entre los tratamientos con ambos antioxidantes. En este 

sentido, se ha descrito que los componentes del té son capaces de reducir el estrés oxidativo y 

aumentar los niveles de antioxidantes endógenos (Rai et al., 2019). Estudios previos con 

diversos compuestos del té verde también han mostrado recuperaciones de los niveles 

monoaminérgicos cerebrales. Así, un tratamiento con teaflavina incrementó la expresión de TH 

en la sustancia nigra de ratones con Parkinson gracias a su capacidad antioxidante y 

antiapoptótica (Anandhan et al., 2012). Este compuesto también mejoró el recambio 

dopaminérgico en la corteza frontal, mostrando además un efecto ansiolítico en roedores (Kita 

et al., 2019). Del mismo modo, un tratamiento con epicatequina en ratones mostró un 

incremento de la actividad TH en el hipocampo y la corteza (aumentando la síntesis de los 

neurotransmisores monoaminérgicos), así como una disminución de la expresión de MAO-A en 

la corteza (inhibiendo la degradación de los neurotransmisores) (Stringer et al., 2015). Otras 

investigaciones indicaron que el té verde normalizó los valores de 5-HT en animales sometidos 

a estrés (Ikram et al., 2017). Por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con diversos 

flavonoides permite la proliferación celular, sugiriendo que los flavonoides pueden aumentar la 

neurogénesis a través de sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, mitigando el daño 

oxidativo y promoviendo la supervivencia y la diferenciación celular (Acosta et al., 2010). 

Conocido el papel de los sistemas monoaminérgicos en la regulación de la producción de 

BDNF, el aumento en los niveles de monoaminas también puede resultar en un incremento de 

los niveles de neurotrofinas (Quesseveur et al., 2013), tales como BDNF en el hipocampo 

(Stringer et al., 2015). Todo ello podría contribuir en alguna medida en las mejoras observadas. 
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En la misma línea, la administración de una dieta rica en antioxidantes es capaz de mejorar la 

síntesis de monoaminas (Ramis et al., 2021a), tanto en hipocampo como en estriado y glándula 

pineal. En este sentido, se detectaron incrementos de los precursores DOPA y 5-HTP en 

hipocampo y estriado, así como de los neurotransmisores monoaminérgicos NA, DA y 5-HT y 

sus metabolitos. Así, los antioxidantes presentes en una dieta rica en dichos compuestos ejercen 

efectos beneficiosos sobre la síntesis y recambio de los neurotransmisores monoaminérgicos de 

ratas envejecidas (Ramis et al., 2016, 2020; Sarubbo et al., 2015, 2018), recuperándolos de la 

disminución asociada a la edad. De este modo, los efectos positivos en las capacidades 

cognitivas inducidos por dicha dieta pueden relacionarse con el incremento de los 

neurotransmisores monoaminérgicos, mejorando la función enzimática de las enzimas 

limitantes TPH y TH (Rai et al., 2019; Rahman y Thomas, 2014; Sarubbo et al., 2015, 2018; 

Walther et al., 2003).  

 

Las mejoras cognitivas y motoras obtenidas pueden asociarse además con la capacidad de los 

antioxidantes de actuar sobre otras vías intracelulares (Faggi et al., 2019; Pan et al., 2013), tales 

como SIRT1 (cuyo declive puede contribuir al envejecimiento y la inflamación, alterando las 

capacidades cognitivas) (Gao et al., 2010; Herskovist y Guarente, 2013, 2014; Jiang et al., 2012; 

Qin et al., 2006; Salminen et al., 2008). Se ha podido comprobar que el α-tocoferol, la catequina 

y el poliphenon 60 incrementan la expresión de SIRT1 en el hipocampo de animales de edad 

avanzada, alcanzando valores similares a los de animales jóvenes, de modo semejante a otros 

polifenoles estudiados anteriormente (Sarubbo et al., 2015, 2018). En varias investigaciones se 

ha demostrado también que el α-tocoferol (Nagib et al., 2018), el γ-tocoferol (Shin et al., 2017), 

el tocotrienol (otro isómero de la vitamina E) (Khor et al., 2015; Lee y Lim, 2018) y la vitamina 

E (Wu et al., 2006) son capaces de activar SIRT1 en varios tipos celulares. Igualmente, se ha 

descrito que una dieta rica en vitamina E puede ejercer un efecto protector en ratas con una 

lesión cerebral traumática leve, incrementando SIRT1 y jugando un papel importante frente a la 

protección del estrés oxidativo incrementando los niveles de superóxido dismutasa (Wu et al., 

2010). En los polifenoles, se ha descrito que el efecto protector de estas terapias in vivo sobre 

los niveles cerebrales de SIRT1 se deben principalmente a un efecto protector contra el ataque 

oxidativo, especialmente teniendo en cuenta la susceptibilidad de SIRT1 frente a ROS 

(Yamakuci et al., 2008). Sin embargo, falta por determinar si la mejora sobre SIRT1 es debido 

directamente a sus propiedades antioxidantes y/o a la modulación de otras proteínas que regulen 

SIRT1. Otros compuestos del té verde también presentan la capacidad de actuar sobre las 

sirtuínas. Así, en un cultivo celular, el polifenol EGCC disminuyó el estrés oxidativo a través de 

la vía de señalización SIRT1/PGC-1α, aumentando la expresión de enzimas antioxidantes (Ye et 

al., 2012).  
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En resumen, los datos experimentales de este estudio in vivo demuestran que el tratamiento 

con los antioxidantes resveratrol en animales adultos y α-tocoferol, catequina y poliphenon 60 

en animales de edad avanzada ejercen efectos positivos sobre las habilidades cognitivas. Estos 

efectos se relacionan con una mayor síntesis de monoaminas cerebrales mediada por TPH y TH 

que generalmente disminuye durante el envejecimiento. Estos resultados proporcionan nuevos 

conocimientos sobre las intervenciones terapéuticas para retrasar o paliar las discapacidades 

cognitivas y motoras relacionadas con las reducciones en los sistemas de neurotransmisores 

monoaminérgicos. Las mejoras obtenidas a nivel comportamental también pueden asociarse a 

una mayor expresión de la proteína SIRT1. El hecho que los diferentes antioxidantes analizados 

sigan patrones de acción similares, así como al de otros polifenoles (Sarubbo et al., 2015, 2018), 

sugiere que la protección frente al estrés oxidativo es uno de los principales mecanismos 

subyacentes a la neuroprotección conseguida tras estos tratamientos crónicos. Asimismo, sería 

interesante determinar si la modulación de la vía de señalización de SIRT1 gracias a estos 

antioxidantes sería directa o indirecta (por ejemplo, a través de la protección de sus 

componentes contra la oxidación o por la activación de otras moléculas que activen SIRT1) 

durante el envejecimiento cerebral. Por otra parte, hay que tener en cuenta que investigaciones 

recientes sobre los metabolitos de estos antioxidantes demostraron actividades biológicas que 

difieren, al menos en parte, de las de los compuestos originales (Del Rio et al., 2013; Pervin et 

al., 2019) y que pueden ayudar a dilucidar el papel de dichos antioxidantes. El hecho de que 

estos antioxidantes estén presentes en diversos alimentos sugiere que una dieta rica en dichos 

compuestos (como es la dieta mediterránea) puede ser beneficiosa, no sólo optimizando el 

rendimiento mental especialmente en individuos de edad avanzada, sino también reduciendo el 

riesgo de padecer algún tipo de deterioro cognitivo.  

 

Además del uso de antioxidantes, se ha descrito que otras estrategias pueden ejercer efectos 

beneficiosos sobre la memoria de animales envejecidos. Así, en esta investigación se ha 

analizado el efecto del ejercicio físico moderado sobre las habilidades cognitivas y motoras 

deterioradas durante el envejecimiento, así como la aplicación de programas a largo plazo de 

enriquecimiento ambiental frente al estrés crónico moderado impredecible.  

 

5.3 Efectos del ejercicio sobre el proceso de envejecimiento 

El deterioro cognitivo asociado a la edad también ha sido relacionado con la inactividad 

física (Norton et al., 2014), por lo que el ejercicio podría ejercer un efecto protector sobre las 

capacidades cognitivas y motoras (Ahlskog et al., 2011; Ma, 2008; Ngandu et al., 2015; Prakash 

et al., 2015), tal y como se observa en los datos obtenidos en esta investigación tras aplicar un 

programa de ejercicio físico moderado en animales de edad avanzada (Ramis et al., 2021b). El 
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ejercicio mejoró tanto la memoria de trabajo espacial (tardando menos tiempo y realizando 

menos errores en la prueba del laberinto radial) como la memoria episódica (aumentando la 

exploración del objeto nuevo en el test de reconocimiento de objeto nuevo). Además, los 

animales recordaron mejor la localización de la caja de escape en la prueba del laberinto de 

Barnes, siguiendo estrategias más eficaces que los controles. La coordinación motora de estos 

animales también fue mejor que los animales del grupo control; en este punto cabe indicar que 

los animales que realizaron el programa de ejercicio estaban más habituados al dispositivo del 

rotarod, puesto que este aparato fue el utilizado para aplicar dicho programa. A pesar de ello, se 

pudo observar que estos animales presentaban un comportamiento motor más complejo que los 

animales control. En consonancia con nuestros resultados, estudios previos han indicado que el 

ejercicio es capaz de mejorar la función cerebral, paliando también el deterioro cognitivo 

relacionado con el envejecimiento (Bronner et al., 1995; Johnson y McKnight, 1989; Mattson, 

2000, 2012; Oliff et al., 1998; Radák et al., 2013). Estas mejoras se han asociado a la capacidad 

del ejercicio para estimular la neurogénesis (Johnson y McKnight, 1989; Oliff et al., 1998), así 

como la plasticidad cerebral (Cotman y Engesser-Cesar, 2002). Estos cambios se han asociado 

tanto a mejoras vasculares y metabólicas como a la posible capacidad del ejercicio de inducir 

directamente cambios estructurales y neuroquímicos en áreas cerebrales relacionadas con el 

aprendizaje y la memoria (Duzel et al., 2016; Mattson, 2012). Así, se ha mostrado que el 

ejercicio aeróbico aumenta la angiogénesis y favorece la perfusión en el hipocampo (Pereira et 

al., 2007), activa la neurogénesis (Louissaint et al., 2002; Palmer et al., 2000; Pereira et al., 

2007) e incrementa la plasticidad sináptica (Marlatt et al., 2010; Opendak y Gould, 2015; Van 

Praag, 2008; Van Praag et al., 1999; Vivar et al., 2013). De igual modo, se ha descrito que el 

entrenamiento con ejercicios aeróbicos es efectivo reduciendo la pérdida de volumen 

hipocampal asociada a la edad y va acompañado con mejoras en la función cognitiva (Erickson 

et al., 2011). Correr también aumenta la complejidad y el número de espinas dendríticas en 

varias regiones cerebrales, tales como el giro dentado (Eadie et al., 2005; Siette et al., 2013; 

Stranahan et al., 2007).  

Nuestros resultados muestran cómo el ejercicio físico junto a la catequina también mejoró las 

habilidades cognitivas y motoras de animales de edad avanzada, pero no se observó un efecto 

sumatorio de ambas estrategias a nivel comportamental ya que los efectos del ejercicio serían 

similares a los obtenidos por la aplicación de las dos terapias (Ramis et al., 2021b). A diferencia 

de estos datos, otras investigaciones han indicado que otros flavanoles como la epicatequina 

incrementaron los efectos del ejercicio en la memoria espacial (Van Praag, 2009). Asimismo, se 

ha descrito que el ejercicio puede potenciar los efectos beneficiosos de los componentes de una 

dieta saludable y viceversa, tanto a nivel celular como molecular (Murphy et al., 2014; Van 

Praag et al., 2007), ejerciendo acciones complementarias regulando el metabolismo energético 
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del cerebro (Gomez-Pinilla y Tyagi, 2013) y modulando diversas vías de señalización 

vinculadas a la función neuronal y a la plasticidad sináptica, afectando a las habilidades 

cognitivas (Gomez-Pinilla y Nguyen, 2012). Es probable que ello dependa de la intensidad o 

duración del programa aplicado; en cualquier caso, sugiere que los cambios inducidos por 

ambas terapias retrasan el deterioro cognitivo asociado a la edad.  

Se ha descrito que la actividad física no solo puede mejorar la función cognitiva sino 

también aumentar la resistencia contra los efectos nocivos del estrés en la salud mental (Ma, 

2008; Nicastro y Greenwood, 2016). En este sentido, nuestros resultados indican que el 

ejercicio es capaz de aumentar los niveles de NA, DA, 5-HT y sus precursores, tanto en 

hipocampo como en estriado. En la glándula pineal se produce también un incremento de los 

valores de 5-HTP y 5-HT. Además, en el hipocampo y en el estriado se puede observar un 

efecto sumatorio tras la aplicación del ejercicio junto a la catequina, a diferencia de los efectos 

observados a nivel comportamental (Ramis et al., 2021b). Los datos obtenidos con el ejercicio 

están en consonancia con estudios previos en los que se ha mostrado que el ejercicio físico 

crónico en animales aumenta los niveles de NA y 5-HT en la mayor parte de las áreas 

cerebrales, en comparación con los controles sedentarios (Ma, 2008). Así, el ejercicio físico 

influye en los sistemas dopaminérgicos, noradrenérgicos y serotonérgicos centrales, 

evidenciándose cambios en la síntesis y el metabolismo de las monoaminas, a pesar de la gran 

discrepancia de protocolos experimentales (Meeusen y De Meirleir, 1995). Sin embargo, la edad 

en la que se empieza a aplicar el ejercicio puede afectar a su efectividad (Arnold et al., 2017). 

Por otra parte, se ha descrito que el ejercicio mejora el estado antioxidante y redox del cerebro 

(Franzoni et al., 2017; Sallam y Laher, 2016; Somani et al., 1995, 1996), atenuando el nivel de 

estrés oxidativo. Este hecho puede optimizar la actividad enzimática de las enzimas limitantes 

en la síntesis de monoaminas TH y TPH que, como ya se ha comentado, son muy susceptibles a 

la oxidación.  

La mejora de las capacidades motoras de los animales de edad avanzada debida al ejercicio 

puede relacionarse con la mayor concentración de DA en el estriado. Como la actividad de las 

neuronas estriatales se asocia con un refuerzo positivo para el ejercicio (Kravitz y Kreitze, 

2012), es posible que una mayor actividad dopaminérgica estriatal pueda inducir una mayor 

motivación para el ejercicio físico (Rabelo et al., 2015). Un estudio previo muestra cómo el 

ejercicio moderado aumentó la expresión tanto del receptor del factor neurotrófico derivado de 

células gliales GFR-α1 como de TH (mejorando los niveles de DA) en la sustancia negra 

(Arnold et al., 2017), aunque en dicho estudio el ejercicio disminuyó la expresión de TH en el 

estriado (Arnold et al., 2017). Este hecho puede sugerir que las mejoras en los niveles de DA en 

el estriado obtenidas fueron debidas a otros factores independientes a la expresión de TH. Entre 

ellos, se ha descrito también que la actividad aumentada del sistema dopaminérgico en respuesta 
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al ejercicio puede asociarse a un incremento en los niveles centrales de calcio, lo que aumenta la 

actividad de la tirosina hidroxilasa a través de la activación del sistema calcio-calmodulina 

(Sutoo y Akiyama, 2003). En cuanto al sistema noradrenérgico central, se ha descrito que el 

ejercicio voluntario incrementa los niveles de NA en varias regiones del cerebro y la médula 

espinal (Dunn et al., 1996). Dicho aumento también fue observado en diversas áreas cerebrales 

(incluyendo el hipocampo, el locus coeruleus y la amígdala) tras la aplicación de ejercicio con la 

cinta de correr (Sarbadhikari y Saha, 2006). La activación repetida del sistema noradrenérgico 

durante el ejercicio puede influir directamente en los factores de plasticidad, facilitando la 

activación sensorial, enfocando la atención o mejorando el aprendizaje durante el ejercicio 

(Nicastro y Greenwood, 2016). Estudios previos han indicado que, si la señal noradrenérgica se 

bloquea, el efecto del ejercicio crónico sobre la transcripción de BDNF se encuentra atenuado 

(Garcia et al., 2003; Ivy et al., 2003). Así, la activación noradrenérgica y/o serotoninérgica es un 

elemento clave en la elevación transcripcional de BDNF durante el ejercicio (Garcia et al., 

2003; Ivy et al., 2003; Nicastro y Greenwood, 2016), estableciéndose también un posible efecto 

antidepresivo. En relación a este último punto, varios estudios han sugerido que el ejercicio 

presenta propiedades antidepresivas (Ernst et al., 2006; Ota y Duman, 2013), modificando las 

vías noradrenérgicas y serotonérgicas. En consonancia con lo anteriormente descrito, el 

ejercicio parece elevar los niveles de TPH en los núcleos del rafe (Lim et al., 2001; Min et al., 

2003) y aumenta la liberación de 5-HT (Xu et al., 2008); aunque se ha descrito que los efectos 

del ejercicio en el sistema 5-HT parecen ser altamente dependientes de los subtipos de 

receptores y las áreas cerebrales examinadas (García et al., 2003). Asimismo, se ha indicado que 

el ejercicio moderado incrementa los niveles de triptófano tanto en el plasma como en el 

hipocampo (Chaouloff et al., 1986, 1989), lo que puede aumentar la producción de 5-HT (Ernst 

et al., 2006). Por otra parte, 5-HT parece ejercer un papel modulador sobre la fatiga 

(Newsholme et al., 1987) ya que el aumento de 5-HT durante el ejercicio modifica la tolerancia 

al dolor o al malestar, afectando al rendimiento mental y físico (Cordeiro et al., 2017; Meeusen 

et al., 2006). El aumento en los niveles de triptófano también se asocia a los mayores niveles de 

5-HT en la glándula pineal (Esteban et al., 2004), cuyo incremento puede derivar en una mejora 

de los niveles de melatonina y, por consiguiente, de los ritmos circadianos del organismo y las 

propiedades antioxidantes de la hormona. Se ha descrito que el ejercicio puede influir en los 

niveles de melatonina (Escames et al., 2012), aunque estos efectos se ven afectados por 

numerosos parámetros (por ejemplo, la duración e intensidad del ejercicio o la hora de entreno). 

Por otro lado, la melatonina también puede influir en el rendimiento físico, existiendo 

interacciones mutuas entre el ejercicio y la producción de melatonina que pueden ser 

beneficiosas (Escames et al., 2012). 
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La catequina, como se ha descrito anteriormente, ejerce un efecto protector sobre TH y TPH, 

reduciendo ROS (Rai et al., 2019), lo que puede favorecer el efecto sumatorio observado a nivel 

de las monoaminas cerebrales en el grupo de animales que realizaron ejercicio y recibieron 

catequina. La catequina también es capaz de activar, de forma directa o indirecta, otros 

mecanismos que pueden llevar a la conservación de las vías monoaminérgicas deterioradas con 

la edad (Acosta et al., 2010; Rai et al., 2019), restableciendo sus valores. Así, es posible que el 

efecto sumatorio observado entre el ejercicio y la catequina pueda ser debido a que cada 

tratamiento sea capaz de activar o potenciar diferentes mecanismos de acción.  

 

Por otra parte, el ejercicio también es capaz de conferir protección contra los efectos nocivos 

del estrés oxidativo (Nicastro y Greenwood, 2016; Ozbeyli et al., 2015), lo que resulta en la 

activación de vías que reduzcan el estrés oxidativo (como SIRT1) y una disminución en la 

incidencia de enfermedades relacionadas (Radak et al., 2005; Sarbadhikari y Saha, 2006). 

Nuestros datos muestran como los niveles de SIRT1 tanto en el grupo de ejercicio como en el de 

ejercicio junto a catequina se encuentran incrementados en comparación al grupo control de su 

misma edad, aunque no se detecta un efecto sumatorio entre el ejercicio y la catequina, al igual 

que no se observó en los resultados comportamentales (Ramis et al., 2021b). En relación a estos 

datos, el ejercicio es capaz de activar la vía de las sirtuínas en diversos tejidos del organismo, 

incluyendo cerebro, corazón, músculo esquelético y tejidos adiposos (Suwa y Sakuma, 2013). 

Igualmente, el ejercicio se ha asociado a una mejora de la función mitocondrial (Dietrich et al., 

2008; Kirchner et al., 2008; Steiner et al. 2011) a través de la modulación de las vías SIRT1 y 

proteína quinasa activada por AMP (AMPK) en el hipocampo (Bayod et al., 2015), así como la 

activación de sirtuínas en otras regiones cerebrales (Suwa y Sakuma, 2013) como la sustancia 

nigra (Muñoz et al., 2018). Los mayores niveles de SIRT1 también se relacionan con la 

regulación del receptor PGC-1α, promoviendo su actividad específica como factor 

transcripcional en genes relacionados con el metabolismo de los ácidos grasos y las vías 

respiratorias mitocondriales, estimulando la biogénesis mitocondrial (Steiner et al. 2011) y 

mejorando la funcionalidad cerebral. Asimismo, la activación de SIRT1 se relaciona con el 

incremento de BDNF hipocampal y la mejora de las habilidades cognitivas (El Hayek et al., 

2019). Por tanto, la activación de sirtuínas a través del ejercicio en el SNC puede resultar 

beneficiosa contra enfermedades neuronales que incluyen déficit cognitivo y demencia, 

protegiendo contra el estrés oxidativo y la apoptosis a través, a su vez, de la modulación de otras 

vías celulares tales como NF-κB y BDNF (Suwa y Sakuma, 2013). Por el contrario, en otros 

estudios se ha mostrado que el ejercicio no cambió o incluso disminuyó el nivel de expresión de 

SIRT1 en varios tejidos, como el cerebelo o el músculo esquelético (Gurd et al., 2011, Hokari et 

al., 2010; Palacios et al., 2009; Suwa y Sakuma, 2013). Se ha especulado que el ejercicio puede 

inducir un aumento transitorio de la proteína SIRT1 en algunos tejidos, seguido de una 
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disminución prolongada (Gurd et al., 2011). También es posible que el ejercicio aumente la 

biogénesis mitocondrial a través del aumento de la actividad intrínseca de SIRT1, sin un 

aumento del nivel de expresión (Hokari et al., 2010). Aunque las razones de esta discrepancia 

no están claras, se debe tener en cuenta la diversidad de protocolos experimentales existentes. 

De forma similar, la combinación del ejercicio con una dieta enriquecida en flavonoides puede 

promover la expresión de genes asociados a la plasticidad cerebral, disminuyendo la expresión 

de genes que comprometen dicha plasticidad, incluyendo aquellos relacionados con la 

inflamación y la muerte celular (Van Praag et al, 2007). 

 

Analizando en conjunto estos resultados, el ejercicio moderado y la acción conjunta del 

ejercicio y la dieta enriquecida en polifenoles pueden resultar muy útiles como terapias para 

retrasar o paliar el deterioro cognitivo y motor asociado al envejecimiento, mejorando los 

neurotransmisores monoaminérgicos y los niveles de SIRT1. Por tanto, un estilo de vida 

físicamente activo y la acción conjunta con una dieta rica en antioxidantes puede resultar una de 

las formas más efectivas y sencillas de mantener un cuerpo y una mente saludables. Es por ello 

que parece necesario impulsar la aplicación de programas de actividad física (determinando los 

parámetros adecuados de frecuencia, duración e intensidad del ejercicio), combinados con una 

dieta rica en antioxidantes que puedan paliar el deterioro cognitivo y motor asociado a la edad.  

 

5.4 Efectos del enriquecimiento ambiental sobre el proceso de 

envejecimiento 
 

El EA se basa en una modificación de las condiciones en las que se mantienen los animales, 

creando un entorno que permite una mayor interacción cognitiva, potenciando el aprendizaje y 

la memoria mediante estimulaciones sensoriales, cognitivas y motoras (Harburger et al., 2007; 

Mora et al., 2007). La aplicación del EA desde 1 mes hasta los 20 meses de edad (grupo EA 1 - 

20) y desde 7 meses hasta los 20 meses de edad (grupo EA 7 - 20) es capaz de mejorar las 

capacidades cognitivas y motoras cuando dichos animales van envejeciendo, en comparación a 

los controles. Así, los animales sometidos a EA presentan mejoras en la memoria de trabajo 

espacial, ejecutando la prueba del laberinto radial de forma más eficiente. Del mismo modo, se 

observa un efecto positivo sobre la memoria episódica ya que los animales de los grupos EA 

son capaces de discriminar mejor el objeto nuevo frente al familiar. Sin embargo, no hubo 

cambios en el test de Barnes, aunque cabe indicar que los animales sometidos a EA tenían más 

interés en explorar el dispositivo en busca de la novedad que de entrar en la caja de escape ante 

el estímulo negativo (luz potente). En este aspecto, se ha descrito que los animales mantenidos 

en ambientes enriquecidos muestran una mejor estrategia de exploración, interaccionan más con 

los objetos y necesitan menos tiempo para adaptarse a ambientes nuevos o para recuperarse de 
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una situación estresante (Mohammed et al., 2002). Así, a lo largo de la habituación al 

dispositivo y del aprendizaje de la localización del target los animales del grupo EA se 

adaptaron mejor al estímulo negativo, permitiéndoles seguir explorando el dispositivo en busca 

de algún otro factor novedoso. Esta “exploración extra” después de que el animal localice el 

target sin introducirse en él puede suponer una desventaja en los parámetros evaluados en este 

test. Es por ello que en animales mantenidos en EA podría resultar necesario analizar el tiempo 

transcurrido hasta que el animal localiza el agujero de escape por primera vez (latencia 

primaria), así como los errores cometidos (errores primarios) (conceptos propuestos por 

Harrison et al., 2006). En cuanto a las habilidades motoras no se detectaron cambios 

significativos entre los grupos de análisis. Sin embargo, a nivel cualitativo los animales 

sometidos a EA presentaban un comportamiento motor mucho más complejo (por ejemplo, 

corriendo hacia atrás sobre la rueda giratoria o explorando el dispositivo a la vez que corren). 

Por el contrario, cuando se aplicó el programa de EA en animales viejos (a partir de 18,5 meses) 

no se observó ninguna mejora significativa. Así, el EA puede requerir un tiempo de aplicación 

largo para conseguir mejoras cognitivas y debe iniciarse a más tardar a edades intermedias. La 

acción conjunta del EA desde edades tempranas y la dieta rica en antioxidantes (los cuales, por 

separado, ejercen mejoras en las habilidades cognitivas de animales viejos) produjo un efecto 

sumatorio en algunas de las pruebas realizadas para evaluar las capacidades cognitivas. 

Estudios previos han indicado que animales mantenidos en ambientes enriquecidos muestran 

una menor actividad basal al ser expuestos a ambientes novedosos (Bowling et al., 1993). 

Igualmente, se ha descrito que el EA puede favorecer una adaptación emocional más rápida ante 

situaciones nuevas, siendo menos reactivos al estrés o más capaces de sobrellevarlo (Fox et al., 

2006; Segovia et al., 2009), presentando igualmente una disminución de comportamientos 

similares a la ansiedad y la depresión (Benaroya-Milshtein et al., 2004; Ilin y Richter-Levin, 

2009; Schloesser et al., 2010). También se ha indicado que los animales del grupo EA muestran 

una mejor estrategia exploratoria, permitiéndoles obtener información de manera más eficiente 

y reducir el tiempo de habituación (Larsson et al., 2002; Schrijver et al., 2002; Zimmermann et 

al., 2001). Asimismo, el EA es capaz de mejorar la memoria y el aprendizaje espacial asociados 

al hipocampo (Duffy et al., 2001; Gagné et al., 1998; Kempermann et al., 1997; Lee et al., 2003; 

Mohammed et al., 2002; Tang et al., 2001; Van Praag et al., 2000; Williams et al., 2001), así 

como la memoria emocional y de reconocimiento (Tang et al., 2001). Parte de estos efectos 

beneficiosos del enriquecimiento ha sido asociado a la capacidad del EA de modificar la 

plasticidad cerebral (Cassarino y Setti, 2015; Harburger et al., 2007; Leggio et al., 2005; 

Nithianantharajah y Hannan, 2006), tanto en animales jóvenes como envejecidos (Harburger et 

al., 2007; Mora, 2013); en relación a este punto, diversas investigaciones han indicado que el 

EA es capaz de modificar la estructura cerebral (Globus et al., 1973; Greenough y Volkman, 
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1973; Mohammed et al., 2002). Varios estudios también han apuntado que los efectos del EA 

pueden asociarse al concepto de reserva cognitiva, que sugiere que distintas experiencias de 

vida pueden afectar la estructura cerebral y estimular la neuroplasticidad (aumentando el 

número de neuronas y sinapsis, disminuyendo la apoptosis y regulando el soporte neurotrófico) 

(Cassarino y Setti, 2015; Steffener et al., 2014; Stern, 2002, 2009; Tucker y Stern, 2014), 

compensando las deficiencias asociadas a la edad (Fratiglioni et al., 2004). De esta forma, se ha 

descrito que el EA es capaz de mejorar el deterioro cognitivo gracias a su habilidad de inducir la 

expresión de neurotrofinas relacionadas con la plasticidad sináptica, especialmente BDNF 

(Ickes et al., 2000; Jha et al., 2011; Pham et al., 2002; Polito et al., 2014; Silva et al., 2020; Van 

Praag et al., 2000), incrementando el aprendizaje espacial y el comportamiento exploratorio 

(Falkenberg et al., 1992). Por otra parte, otros estudios han mostrado que los animales 

mantenidos bajo EA presentan reducciones en los marcadores de estrés oxidativo en el 

hipocampo y en la corteza cerebral (Cechetti et al., 2012; Herring et al., 2010; Mármol et al., 

2015, 2017; Montes et al., 2019), lo cual puede favorecer la funcionalidad cerebral; sin 

embargo, todavía siguen sin estar claros los mecanismos de acción mediante los cuales ejercen 

este efecto positivo sobre la capacidad antioxidante. Diversas investigaciones han sugerido que 

la inclusión de una rueda giratoria en la jaula u otros elementos que permitan a los roedores 

trepar y explorar, aumentando la complejidad del entorno en el que se encuentran, pueden 

mejorar la plasticidad estructural, la función cognitiva y aumentar la resistencia al estrés (Fan et 

al., 2007; Fischer, 2016; Ji et al., 2015; Markham et al., 2009; Veena et al., 2009); también se ha 

relacionado el EA con una mejora sobre la plasticidad en estructuras corticales involucradas en 

funciones motoras (Biernaskie y Corbett, 2001). Sin embargo, varios trabajos han indicado que 

los cambios producidos con el ejercicio físico prolongado serían, al menos en parte, diferentes a 

los obtenidos mediante el EA (basado en un comportamiento motor voluntario) (Kobilo et al., 

2011; Mustroph et al., 2012; Nyhuis et al., 2010), pudiéndose desencadenar cambios 

funcionales y moleculares diferentes bajo ambos tratamientos (Nicastro y Greenwood, 2016). 

Cabe tener en cuenta que la metodología seguida en los estudios de EA es muy variada, 

existiendo una gran diversidad de protocolos (Simpson y Kelly, 2011). Entre los diferentes 

estudios varía el tamaño de las jaulas en las que se encuentran los animales, el número de 

animales por jaula, el tiempo que dura el tratamiento, la edad de inicio del tratamiento, la 

frecuencia de modificación de los objetos y estímulos, la presencia o ausencia de ruedas de 

ejercicio, la cepa y el sexo de los animales (Simpson y Kelly, 2011). Esta variedad de 

protocolos dificultaría la comparación de resultados entre las investigaciones, tanto a nivel 

comportamental como a nivel molecular, siendo necesario establecer o definir los protocolos 

que permiten obtener resultados más beneficiosos para paliar el deterioro asociado a la edad. En 

cuanto a la acción de la dieta rica en antioxidantes combinada con el enriquecimiento, se puede 

haber producido la activación de los mecanismos descritos tanto para los antioxidantes como 
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para el EA, así como otros mecanismos complementarios, incluyendo una mejor defensa 

antioxidante y una mayor plasticidad cerebral.  

 

Respecto a los efectos neuroquímicos, nuestros resultados son congruentes con otras 

observaciones que indican que el EA en roedores es capaz de producir cambios conductuales 

asociados a modificaciones celulares y neuroquímicas, que pueden retrasar o paliar el deterioro 

cognitivo y motor asociado a la edad (Nithianantharajah y Hannan, 2009; Van Praag et al., 

2000). La aplicación de EA desde 1 y 7 meses de edad incrementa los niveles de los 

neurotransmisores monoaminérgicos a edades avanzadas, con una mayor actividad del sistema 

noradrenérgico, dopaminérgico y serotonérgico en el hipocampo y el cuerpo estriado, efectos 

que también se observaron en la glándula pineal. Además, en el caso de la TH, como se observa 

en el precursor DOPA, la edad de inicio del EA influye en la mejora obtenida tanto en 

hipocampo como estriado, siendo más eficiente la aplicación del EA desde edades tempranas. 

Lo mismo ocurre en el caso de la TPH-1 en la glándula pineal, como se observa en el precursor 

5-HTP, donde el porcentaje de mejora también se ve influenciado por la edad de inicio del EA, 

al contrario de lo que ocurre con la TPH-2 en el hipocampo y estriado. Por otra parte, cuando el 

EA se aplica a edades avanzadas, a pesar de no detectarse cambios significativos en las pruebas 

comportamentales, se producen algunas modificaciones en los sistemas monoaminérgicos tanto 

en hipocampo como estriado, aunque no en la glándula pineal. Por tanto, el EA es más eficiente 

cuanto antes se inicie para obtener mayores efectos en los niveles de monoaminas. 

La mejora en los niveles de neurotransmisores tras el EA puede asociarse al efecto protector 

del enriquecimiento sobre el estrés oxidativo (Cechetti et al., 2012; Herring et al., 2010; Mármol 

et al., 2015, 2017; Montes et al., 2019), especialmente sobre TPH y TH. Otros estudios han 

mostrado que el EA facilita la estimulación sensorial, cognitiva y motora, con una mayor 

neurogénesis del hipocampo y una plasticidad sináptica mejorada, así como con incrementos en 

los sistemas de neurotransmisión (Brown et al., 2003; Kempermann et al., 1997; Mora et al., 

2007; Rosenzweig y Bennett, 1996; Van Praag et al., 2000). Por tanto, las mejoras obtenidas en 

las vías monoaminérgicas en hipocampo y estriado pueden asociarse a la mayor neurogénesis en 

dichas áreas, así como al incremento de la plasticidad sináptica en el cerebro. En particular, se 

ha descrito que el EA es capaz de aumentar la concentración de NA en la corteza parieto-

temporo-occipital, el cerebelo y la protuberancia/bulbo raquídeo en ratones, sin cambios en DA 

y 5-HT en estas regiones (Naka et al., 2002). También se ha descrito que el EA es capaz de 

modular la liberación de NA en el hipocampo de ratón a través de los receptores N-metil-D-

aspartato presinápticos (Grilli et al., 2009). Además, la novedad sería una característica clave en 

ambientes cognitivamente enriquecedores y de mejora de la neuroplasticidad hipocampal, 

efectos que se pueden asociar claramente a mejoras en el sistema noradrenérgico (Kitchigina et 

al., 1997; Sierra-Mercado et al., 2008; Veyrac et al., 2009). Por tanto, la activación de las vías 
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noradrenérgicas en determinadas áreas cerebrales puede ser un mecanismo importante por el 

cual el EA ejerce sus efectos positivos sobre la función cognitiva (Robertson, 2013). Por otra 

parte, se ha indicado que el EA puede incrementar el contenido de DA en la corteza posterior y 

el hipotálamo en ratas (O'Shea et al., 1983). La mayor exploración y locomoción inducida por la 

novedad puede producir también una mayor transmisión de DA estriatal. Dado que la DA en el 

estriado también se asocia a la recompensa y motivación (Bowman et al., 2003, Lucas et al., 

2004), un incremento en los niveles de DA se asocian con un mejor rendimiento de la tarea 

orientada a la recompensa, como en la prueba del laberinto radial. En otro estudio se mostró 

además como el EA aumentó las tasas de renovación del hipocampo de DA y 5-HT en ratas, 

tanto machos como hembras (Kokras et al., 2019). En este sentido, se ha descrito que el EA es 

capaz de incrementar los niveles de sinaptofisina en el hipocampo, una proteína presináptica 

requerida para la fusión de vesículas y la liberación de neurotransmisores (Kokras et al., 2019). 

Se ha sugerido también que la mayor transmisión serotonérgica se asociaría a la plasticidad 

inducida por el EA (Baroncelli et al., 2010; Brenes et al., 2008). Asimismo, los efectos positivos 

en la vía serotonérgica pueden asociarse a la mayor resistencia al estrés y la disminución de 

comportamientos similares a la ansiedad y a la depresión observada en los animales sometidos a 

EA (Barbelivien et al., 2006, Fernández-Teruel et al., 1997). Por otra parte, el EA produce 

mejoras en la vía serotonérgica de la glándula pineal; en relación a este punto, no se han descrito 

efectos específicos del EA. Previamente, otros estudios han indicado que la actividad física 

puede incrementar los niveles de melatonina (Escames et al., 2012), mejorando la regulación de 

los ritmos cronobiológicos, por lo que el EA podría actuar mediante mecanismos similares al 

ejercicio físico. 

La acción conjunta del enriquecimiento y una dieta rica en antioxidantes mejoró las vías 

monoaminérgicas. Los antioxidantes presentes en la dieta ejercen efectos beneficiosos sobre la 

síntesis y recambio de los neurotransmisores monoaminérgicos, como ha sido observado en éste 

y en otros trabajos (Ramis et al., 2016, 2020; Sarubbo et al., 2015, 2018), mejorando la función 

de las enzimas limitantes TPH y TH (Rai et al., 2019; Rahman y Thomas, 2014; Sarubbo et al., 

2015, 2018; Walther et al., 2003). Además de la protección de las enzimas, otro posible efecto 

puede ser la recuperación de parte de los terminales monoaminérgicos y su neurotransmisión, 

disminuidos durante el proceso de envejecimiento, gracias al efecto positivo del EA sobre la 

neurogénesis (Acosta et al., 2010).  

 

Finalmente, nuestros datos muestran como la aplicación de EA, en los tres grupos de 

enriquecimiento analizados, no produce cambios en los niveles de SIRT1 en comparación al 

grupo control de su misma edad. En este sentido, se ha sugerido que las mejoras cognitivas del 

EA no afectan a la expresión de sirtuínas hipocampal y cortical, incluyendo SIRT1 (Polito et al., 

2014). Tal y como se ha indicado anteriormente, el ejercicio es capaz de mejorar la función 
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mitocondrial a través de activar la modulación de la vía SIRT1 (Bayod et al., 2015; Suwa y 

Sakuma, 2013). Sin embargo, este resultado difiere con el obtenido tras el EA, pudiéndose 

deber a que en nuestro programa de EA no se han utilizado ruedas giratorias (que permiten 

realizar un ejercicio más intenso), sino varios elementos que permitían a los roedores trepar y 

explorar, con un comportamiento motor voluntario diferente, dando como resultado la 

activación mecanismos celulares diferentes (Kobilo et al., 2011; Mustroph et al., 2012; Nyhuis 

et al., 2010). En el caso del grupo EA junto con una dieta rica en antioxidantes si se produjo un 

incremento significativo en los niveles SIRT1, en la misma línea que los producidos por los 

diferentes antioxidantes analizados (Mannari et al., 2010; Nagib et al., 2018; Sarubbo et al., 

2015, 2018; Ye et al., 2012). Es por ello que las mejoras observadas en SIRT1 en el grupo Dieta 

y EA se consideran debidas al efecto de los antioxidantes de la dieta y no al enriquecimiento.  

 

5.5 Efectos del estrés crónico moderado sobre el proceso de 

envejecimiento 
 

A diferencia del enriquecimiento ambiental, se ha descrito que el estrés crónico puede 

desencadenar efectos adversos sobre los procesos cognitivos y motores, acelerando los efectos 

del envejecimiento. Sin embargo, el ES aplicado en nuestro estudio ha mostrado que en el test 

del laberinto radial los animales del grupo ES 1-20 (sometidos a estrés moderado impredecible 

desde un mes de edad) y del grupo ES 7-20 (estrés aplicado desde una edad intermedia) al 

alcanzar edades avanzadas son capaces de realizar la tarea de forma similar a los controles. En 

este punto, es posible que haya una relación recíproca entre la recompensa y el procesamiento 

del estrés a nivel cerebral; así, la exposición a recompensas (como sucede en el test del laberinto 

radial) puede amortiguar el efecto de los factores estresantes (Ulrich-Lai y Herman, 2009). En 

cuanto a la memoria episódica, evaluada mediante el test de reconocimiento de objeto nuevo en 

el que no hay recompensa, los animales sometidos a ES (iniciado a edad temprana e intermedia) 

tenían una peor capacidad de discriminación del objeto nuevo, llegando incluso a presentar una 

tendencia a explorar más el objeto familiar respecto a los animales del grupo control, resultados 

en consonancia con investigaciones previas (Bowman et al., 2009; Gomez et al., 2012; Luine et 

al., 2017; Orsetti et al., 2007). En la prueba del laberinto de Barnes, a pesar de no haber 

diferencias significativas entre los grupos EA 1-20 y ES 7-20 y sus controles en el tiempo y 

errores cometidos, los animales sometidos a ES siguieron peores estrategias que sus respectivos 

controles para localizar el target, utilizando principalmente la aleatoria. A nivel cualitativo cabe 

señalar que en las pruebas analizadas los animales sometidos a ES presentaban una tendencia a 

caminar de forma más rápida y aleatoria, buscando constantemente un escape (por ejemplo, 

levantándose en los brazos del laberinto radial o en el campo abierto e incrementando también 

el número de defecaciones y micciones). Este comportamiento puede relacionarse a estados de 
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ansiedad y/o depresión, los cuales han sido asociados a un estrés crónico (Lu et al., 2019; Mahar 

et al., 2014). En cuanto a la capacidad motora, el ES aplicado desde el primer mes de vida 

produjo una tendencia a disminuir el tiempo que los animales se mantienen sobre la rueda 

giratoria; en este test, los animales intentaban escapar de la rueda giratoria, siguiendo también 

un movimiento más errante.  

La respuesta al estrés implica la activación de un conjunto de respuestas hormonales y 

neuronales que contribuyen a recuperar la homeostasis (Mora, 2013; Mora et al., 2012; Selye, 

1976; Ulrich-Lai y Herman, 2009), desencadenando una respuesta fisiológica compleja que 

incluye la liberación de diversos neuromoduladores y hormonas, tanto en el cerebro como en 

otros órganos y glándulas del organismo (Mora, 2013; Mora et al., 2012) para mantener dicha 

homeostasis (Ulrich-Lai y Herman, 2009). Este tipo de procesos destinados a mantener o 

restablecer activamente la homeostasis se denominan respuestas alostáticas (Garrido, 2011). El 

término alostasis se refiere a la capacidad del cuerpo para producir hormonas y otros 

mediadores (tales como neurotransmisores y citoquinas) que ayudan a un animal a adaptarse a 

una nueva situación o desafío (Sterling y Eyer, 1988). El estrés, por tanto, es capaz de generar 

una respuesta adaptativa. Sin embargo, si esta respuesta se mantiene durante más tiempo del 

necesario o si se activa de forma crónica, pueden aparecer efectos nocivos en el cuerpo (como 

inmunosupresión, disfunción muscular periférica o muerte neuronal). Este proceso conduce a 

respuestas fisiológicas desadaptativas, denominándose carga alostática. Dicha carga puede 

considerarse la base para explicar por qué el estrés es un factor de riesgo importante durante el 

envejecimiento cerebral (McEwen y Wingfield, 2003). La carga alostática no es igual para todos 

los individuos, los cuales pueden presentar diferentes capacidades para adaptarse a los factores 

estresantes, mostrando una vulnerabilidad desigual a la exposición de los glucocorticoides 

generados durante el estrés (dando como resultado respuestas conductuales y fisiológicas 

diversas). La capacidad de adaptarse con éxito a diferentes factores estresantes se denomina 

resiliencia. Por tanto, un individuo con mayor capacidad de resiliencia sigue mostrando 

respuestas adaptativas al estrés durante más tiempo que otro con menor resiliencia (Feder et al., 

2009). Por otra parte, se ha sugerido que una exposición crónica a factores estresantes durante la 

mediana edad puede conducir a mayores probabilidades de acelerar el envejecimiento cerebral 

(Sandi y Touyarot, 2006). En este sentido, estudios previos han indicado que el estrés crónico 

produce una aceleración o incremento del deterioro cognitivo asociado a la edad (Lupien et al., 

1997; McEwen, 2002; Garrido, 2011), produciendo déficits de memoria y aprendizaje espacial 

(Castilla-Ortega et al., 2011; Luine et al., 1994; Sandi et al., 2003; Venero et al., 2002; Wang et 

al., 2018), cuyo deterioro se asocia a la supresión de la neurogénesis hipocampal (Castilla-

Ortega et al., 2011; Gould y Tanapat, 1999; Mahar et al., 2014) y a la reducción de los niveles 

de algunas proteínas relacionadas con la neuroplasticidad hipocampal, tales como BDNF (Joëls 
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et al., 2004; Mineur et al., 2007; Oomen et al., 2007; Shen et al., 2018; Willner, 2017). 

Anteriormente se ha indicado que la exposición a una recompensa puede amortiguar el efecto 

del estrés (Ulrich-Lai y Herman, 2009); sin embargo, varios estudios sobre procesos cognitivos 

de tipo espacial asociados con recompensa (agua o comida) han indicado que el estrés crónico 

perjudicó dichas habilidades (Luine et al., 1994; Ramkumar et al., 2008; Sunanda et al., 2000; 

Veena et al., 2009). En cambio, algunas investigaciones han mostrado que la función neuronal y 

la cognición no se ven afectadas por el estrés (Beylin y Shors, 1998; Warren et al., 1991) o 

incluso estarían mejoradas (de Kloet et al., 1999; Joëls et al., 2006), aunque la duración del 

estrés en estos estudios fue inferior a los mencionados anteriormente (Conrad, 2010). Por tanto, 

la interacción entre el estrés y las funciones cognitivas, como la memoria, es mucho más 

compleja a la descrita inicialmente (Sandi y Pinelo-Nava, 2007). Estas diferencias en las 

respuestas también pueden ser debidas a la variabilidad de protocolos existentes, tanto en la 

fuente del estrés como en su intensidad y duración (Sandi y Pinelo-Nava, 2007), 

desencadenándose diferentes mecanismos de respuesta, tanto comportamentales como 

moleculares. Asimismo, también puede influir si el estrés aplicado es o no predecible por el 

animal y el contexto en el que se experimenta el estrés (es decir, si el estrés es o no contingente 

al procesamiento de la tarea cognitiva) (Cuadrado-Tejedor et al., 2011; de Kloet et al., 1999; 

Joëls et al., 2006; Sandi, 1998).  

 

El estrés es capaz de producir cambios neuronales, tanto a nivel funcional como anatómico 

(Abbot, 2004; Garrido et al., 2012; McEwen, 2010). Nuestros datos neuroquímicos muestran 

como el ES es capaz de inducir cambios en las vías monoaminérgicas analizadas, no habiendo 

diferencias considerables entre los grupos ES 1-20 y ES 7-20. Así, el ES incrementó la actividad 

TH, como puede observarse en los niveles de DOPA tanto en hipocampo como en estriado. Al 

contrario, en el sistema serotonérgico se observó una tendencia a disminuir esta vía, 

especialmente en el caso de 5-HT modulada por la TPH-2. Esta dinámica no se mostró en la 

glándula pineal, en la que se detectó un aumento en esta vía modulada por TPH-1, posiblemente 

como una compensación a la disrupción del ritmo circadiano debido a los constantes cambios de 

los ciclos de luz aplicados en el programa de estrés. De esta forma, estos resultados muestran 

una regulación diferente de ambas isoformas de TPH. Los cambios neuroquímicos observados 

en el hipocampo y estriado pueden influir sobre las habilidades cognitivas de estos animales. Se 

ha demostrado que las neuronas monoaminérgicas en el núcleo acumbens, el hipocampo y la 

corteza prefrontal desempeñan un papel fundamental en la respuesta al estrés y a los 

comportamientos similares a la depresión (Willner, 2017). En este sentido, se ha descrito que el 

estrés agudo es capaz de incrementar la liberación de NA, DA y 5-HT en varias áreas cerebrales 

como hipocampo, corteza prefrontal y amígdala (Abercrombie et al., 1988, 1989; Goldstein et 

al., 1996; Moghaddam, 1993), lo que sugiere que cambios en la neurotransmisión en estas áreas 
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del cerebro pueden modular la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-suprarrenal (Herman et al., 

2005). Sin embargo, el estrés crónico puede reclutar vías de acción distintas a las involucradas 

en la respuesta aguda al estrés. De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, estudios 

previos han indicado que el estrés crónico impredecible induce un incremento de la vía 

dopaminérgica, aumentando los niveles de dopamina y sus metabolitos en el núcleo acumbens 

(Lu et al., 2019). El estrés crónico aumenta también la expresión de TH en el locus coeruleus, lo 

que es consistente con una mayor capacidad de liberación de noradrenalina (Smith et al., 1991; 

Watanabe et al., 1995). Sin embargo, en otra investigación se ha indicado que la aplicación de 

estrés crónico impredecible conlleva una reducción de los niveles de NA en hipocampo (Gao et 

al., 2018; Liu et al., 2018). De forma similar a lo observado en nuestro estudio, se ha descrito 

que los niveles de serotonina se encuentran disminuidos en hipocampo y corteza prefrontal 

(Bekris et al., 2005; Hei et al., 2019; Liu et al., 2018; Lu et al., 2019; Luo et al., 2008; Mahar et 

al., 2014), mostrando también cambios en la expresión y actividad de la enzima TPH (Lu et al., 

2019; Mahar et al., 2014). Así, el ES conlleva una disminución de la vía serotonérgica en 

hipocampo (Mahar et al., 2014), mostrando una función serotonérgica deteriorada que puede 

asociarse a estados depresivos. En relación a este punto, tratamientos con antidepresivos pueden 

mejorar los cambios de comportamiento inducidos por el estrés crónico (Lu et al., 2019; Mahar 

et al., 2014). A menudo, la divergencia entre algunos resultados puede ser debida a la duración 

del tratamiento, los factores estresantes aplicados y su carácter predecible o impredecible. 

Diferentes protocolos pueden activar varios mecanismos de acción para intentar conducir a una 

adaptación de estos animales al estrés, afectando a su capacidad de resiliencia. Por ejemplo, se 

puede producir una regulación a la baja en la señalización de glucocorticoides en varias regiones 

cerebrales, asociada a una pérdida de sensibilidad (Mizoguchi et al., 2003; Ulrich-Lai y 

Herman, 2009). Esta respuesta adaptativa y patológica al ES puede inducir una disfunción del 

sistema monoaminérgico en varias áreas cerebrales, conllevando una hiperactividad del sistema 

dopaminérgico y noradrenérgico y una disminución de la vía serotonérgica en determinadas 

regiones cerebrales. En este sentido, el estrés y los estados depresivos han sido asociados con 

incrementos del estado inflamatorio (Fu et al., 2019; Gao et at., 2018; Guo et al., 2019; Li et al., 

2017; Liu et al., 2018; Lu et al., 2019). Además, la inflamación y el aumento de citoquinas con 

el ES pueden relacionarse a la hiperactividad de la función dopaminérgica en el núcleo 

accumbens y la hipofunción serotonérgica descrita en algunos estudios en hipocampo y corteza 

prefrontal (Lu et al., 2019).  

 

Por otra parte, nuestros datos muestran que la aplicación del ES desde edades tempranas 

produce un incremento en los niveles de SIRT1, aumento no observado cuando el estrés se 

inicia a edades intermedias. Estudios previos sobre sirtuínas en animales han obtenido 

resultados contradictorios respecto a la función de las sirtuínas en el estrés, la depresión y la 
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ansiedad. Por ejemplo, se ha descrito que el estrés crónico produce una reducción en la 

expresión de SIRT1 en el hipocampo (Abe-Higuchi et al., 2016; Shen et al., 2018), proteína que 

jugaría también un papel clave en la plasticidad sináptica; de forma interesante, el tratamiento 

con el antioxidante resveratrol es capaz de revertir esta disminución (Shen et al., 2018). A 

diferencia, en ratones knockout para SIRT1 cerebral, la disminución de SIRT1 condujo a una 

reducción de la ansiedad y una mayor resiliencia al estrés, mientras que la sobreexpresión global 

de SIRT1 produjo una mayor ansiedad y vulnerabilidad al estrés y depresión (Libert et al., 

2011). En cambio, otros estudios han obtenido que el estrés crónico produce la hiperactivación 

de SIRT1 en ratas, modulando los efectos moleculares y conductuales del estrés crónico 

(Ferland y Schrader, 2011; Ferland et al., 2013). En este sentido, se ha descrito que SIRT1 es 

capaz de desacetilar a HSF1 (del inglés transcription factor heat shock factor 1), el cual puede 

incrementar la transcripción génica de chaperonas moleculares que ayudan a mantener la 

homeostasis de proteínas intracelulares (Westerheide et al., 2009). Asimismo, HSF1 hipocampal 

está involucrado en la plasticidad neuronal, así como en la respuesta conductual al estrés 

(Uchida et al., 2011); por tanto, la vía SIRT1-HSF1 puede ser uno de los mecanismos activados 

para controlar la plasticidad neuronal en respuesta al estrés. Sin embargo, nuevos estudios son 

necesarios para dilucidar el papel de SIRT1 en la regulación de la respuesta al estrés (Abe-

Higuchi et al., 2016).  

 

5.6 Consideraciones finales  
 

En esta investigación nos hemos centrado en dos tipos de estrategias, una dietética y otra 

conductual, las cuales pueden ser complementarias para prevenir, retrasar o atenuar el deterioro 

cognitivo asociado a la edad: el uso de antioxidantes presentes en la dieta (vitamina E y 

polifenoles), el ejercicio físico y el enriquecimiento ambiental. Estas estrategias han ejercido 

efectos beneficiosos sobre el rendimiento cognitivo de ratas en edades avanzadas. De forma 

general, estas mejoras pueden estar relacionadas con la potenciación de las vías 

monoaminérgicas en regiones implicadas en procesos cognitivos y motores (hipocampo y 

estriado), así como con una mayor expresión de la proteína SIRT1 hipocampal, a excepción del 

enriquecimiento ambiental en el que esta proteína no se vio modulada.  

En base a lo comentado anteriormente, podemos concluir que cambios en el estilo de vida 

pueden ejercer efectos positivos sobre el rendimiento cognitivo, retrasando la senescencia 

cerebral y, por tanto, mejorar la calidad de vida a edades avanzadas. Esta investigación apoya 

otras evidencias que establecen una relación beneficiosa entre alimentación, ejercicio físico y 

mental, y la salud. El mejor conocimiento de las respuestas moleculares asociadas a dichos 

beneficios puede permitir el desarrollo de terapias anti-envejecimiento más específicas y 

efectivas que prolonguen los años de vida sana.  
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Las conclusiones generales de la presente tesis doctoral son: 

 

1. Los tratamientos crónicos con antioxidantes (resveratrol, α-tocoferol, catequina, 

poliphenon 60 y una dieta rica en antioxidantes), el ejercicio físico y el enriquecimiento 

ambiental sostenido desde edades tempranas en ratas, reducen significativamente el 

deterioro de la memoria y el aprendizaje causados por el envejecimiento.  

 

2. La mejora en la memoria y el aprendizaje inducida por los antioxidantes, el ejercicio 

físico y el enriquecimiento ambiental en ratas viejas, puede relacionarse con la 

recuperación de las tres vías monoaminérgicas en el hipocampo y el estriado, debido a 

una mayor actividad de las enzimas limitantes (TH y TPH) y consecuentemente de los 

niveles de neurotransmisores monoaminérgicos NA, DA y 5-HT. 

 

3. Por el contrario, el estrés moderado impredecible aplicado crónicamente produce un 

efecto adverso en las habilidades cognitivas en ratas viejas. Además, produce una 

disminución de la vía serotonérgica, con incrementos de las vías noradrenérgica y 

dopaminérgica.  

 

4. Los tratamientos crónicos con antioxidantes (resveratrol, α-tocoferol, catequina, 

poliphenon 60 y una dieta rica en antioxidantes) y el ejercicio físico, estimulan la 

recuperación de los niveles hipocampales de SIRT1 reducidos por la edad. Esto no 

ocurre con el enriquecimiento ambiental, lo que sugiere que en esta estrategia deben 

participar otras vías diferentes a SIRT1 en la recuperación de las capacidades cognitivas.  

 

5. La proteína RbAp48, reducida durante el envejecimiento, no se ha recuperado tras la 

aplicación de ninguna de las estrategias estudiadas, por lo que no parece tener un papel 

esencial en la mejora de las capacidades cognitivas descritas.  
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The general conclusions of the present doctoral thesis are: 

 

1. Chronic treatments with antioxidants (resveratrol, α-tocopherol, catechin, poliphenon 60 

and a diet rich in antioxidants), physical exercise and environmental enrichment 

sustained from an early age in rats, significantly reduce memory and learning 

impairments caused by aging. 

 

2. The improvement in memory and learning induced by antioxidants, physical exercise 

and environmental enrichment in old rats, can be related to the recovery of the three 

monoaminergic pathways in hippocampus and striatum, due to an increased activity of 

limiting enzymes (TH and TPH) and consequently of the monoaminergic 

neurotransmitters NA, DA and 5-HT levels. 

 

3. In contrast, moderate unpredictable stress applied chronically produces an adverse 

effect on the cognitive abilities in older rats. In addition, it produces a decrease in the 

serotonergic pathway, with increases in the noradrenergic and dopaminergic pathways. 

 

4. Chronic treatments with antioxidants (resveratrol, α-tocopherol, catechin, poliphenon 60 

and a diet rich in antioxidants) and physical exercise, stimulate the recovery of age-

reduced SIRT1 levels in the hippocampus. This does not occur with environmental 

enrichment, which suggests this strategy involves other pathways than SIRT1 in the 

recovery of cognitive abilities.  

 

5. The RbAp48 protein, reduced during aging, has not been recovered after the application 

of any of the strategies studied, so it does not seem to play an essential role in the 

improvement of the described cognitive abilities. 
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Anexo A. Programas de enriquecimiento ambiental, estrés moderado 

impredecible y dieta rica en antioxidantes  

 

Tabla A1. Cronograma de los objetos proporcionados a los animales (desde 1 hasta 20 meses de 

edad) en el programa de enriquecimiento ambiental a largo plazo, así como los factores estresantes 

aplicados a los animales en el programa de estrés crónico moderado impredecible a largo plazo. Los 

objetos en el grupo de enriquecimiento ambiental se cambiaron una vez a la semana (normalmente los 

miércoles), coincidiendo con el cambio de las jaulas de los animales. En el caso de los animales 

sometidos a estrés, eran mantenidos en las condiciones de luz y temperatura estándar, salvo en los 

períodos de tiempo en los que se indica lo contrario.  

 

Mes Semana Objetos enriquecimiento ambiental Factores estresantes 

1
 

1ª Semana 
Tubos de cartón +  cubos de plástico +  tacos de 

madera 

Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

2ª Semana Cajas de cartón + bolos de plástico + cuerdas Temperatura a 16 ºC durante 5 días 

3ª Semana 
Tubos de pvc + bolas de papel con trozo de 

plátano (3 g) + cubos de plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 14/10 h durante 7 

días 

4ª Semana 
Tubos de cartón + bolos de plástico + tacos de 

madera 

Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 

5ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

manzana + pelotas de plástico 
Alarma cada 30 minutos durante 3 días 

2
 

6ª Semana Tubos de cartón + cubos de plástico + cascabel Temperatura a 26 ºC durante 4 días 

7ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel +  cuerdas + 

cascabel 

Ciclo de luz/oscuridad 20/4 h durante 7 

días 

8ª Semana Tubos de pvc + pelotas de plástico + cuerdas 
Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

9ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

melocotón + aros de plástico 
Alarma cada 30 minutos durante 3 días 

3
 

10ª Semana 
Tubos de plástico + pelotas de plástico + 

cuerdas 

Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 7 días 

11ª Semana 
Cajas de cartón + tubos de cartón + tapones de 

plástico 

Alarma cada 10 minutos durante 1 día y 

cada 30 minutos durante 2 días 

12ª Semana 
Aros de plástico + bolas de papel con trozo de 

manzana (4 g) + tacos de madera 

Temperatura a 16 ºC durante 4 días + 

olor a lejía en la sala 

13ª Semana 
Cajas de cartón + tubos de cartón + pelotas de 

plástico 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día durante 5 días 

4
 

14ª Semana Tubos de cartón + cajas de cartón + cuerdas 
Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

15ª Semana 
Tubos de cartón + aros de plástico + juguete de 

plástico 
Temperatura a 26 ºC durante 5 días 

16ª Semana 
Tubos de pvc + bolas de papel con aroma de 

cereza + cuerdas + cascabel 

Ciclo de 8 h luz/ 8 h oscuridad (cambio 

cada 8 horas) durante 5 días 

17ª Semana Cajas de cartón + tubos de cartón + cuerdas 
Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 

5
 

18ª Semana 
Tubos de cartón + pelotas de plástico + pelotas 

de madera 
Canicas en lugar de viruta durante 2 días 

19ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel + tubos de pvc 

+ cuerdas 

Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

20ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel con trozo de 

naranja (3 g) + tacos de madera 

Temperatura a 16 ºC durante 4 días + 

alarma cada 2 horas durante 4 días 

21ª Semana 
Cajas de cartón + aros de plástico + tapones de 

plástico 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 
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6
 

22ª Semana Tubos de cartón + cubos de plástico + cuerdas 
Temperatura a 35 ºC durante 5 horas 3 

días seguidos 

23ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

manzana + cuerdas + cascabel 

Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 5 días 

24ª Semana 
Tubos de pvc + pelotas de plástico + tacos de 

madera 

Temperatura a 16 ºC durante 4 días + 

olor a lejía en la sala 

25ª Semana 
Tubos de cartón + tubos de plástico + aros de 

plástico 
Alarma cada 30 minutos durante 3 días 

26ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de 

vainilla + cubos de plástico 

Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 

7
 

27ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel + tacos de 

madera 

Temperatura a 16 ºC durante 4 días + 

alarma cada 2 horas durante 4 días 

28ª Semana Cajas de cartón + tubos de cartón + cuerdas 
Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

29ª Semana 
Tubos de pvc + tapones de plástico + pelotas de 

plástico 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

30ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

cereza + cascabel 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día durante 5 días 

8
 

31ª Semana 
Tubos de cartón + tubos de plástico + aros de 

plástico 

Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

32ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

melocotón + tacos de madera 
Alarma cada hora durante 5 días 

33ª Semana Tubos de pvc + aros de plástico + cuerdas 
Temperatura a 35 ºC durante 5 horas 3 

días seguidos 

34ª Semana Cajas de cartón + tubos de plástico + cascabel 
Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

9
 

35ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel + pelotas de 

madera 

Sin sistema de ventilación durante 1 día 

+ alarma cada hora durante 3 días 

36ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel con aroma 

de vainilla + pelotas de plástico 

Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 5 días 

37ª Semana 
Cajas de cartón + cubos de plástico + tapones 

de plástico 

Oscilación de temperatura de 16 ºC a 28 

ºC en 24 h durante 5 días 

38ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel con trozo de 

naranja (4 g) + cuerdas 

Ciclo de 3 h luz/ 3 h oscuridad (cambio 

cada 3 horas) durante 4 días 

39ª Semana 
Tubos de plástico + tubos de pvc + tacos de 

madera 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

1
0
 

40ª Semana Cajas de cartón + aros de plástico + cuerdas 
Viruta mojada durante 3 días + alarma 

cada hora durante 3 días 

41ª Semana Tubos de cartón + bolos de plástico + cascabel Luz contínua durante 4 días 

42ª Semana 
Cajas de cartón + tubos de pvc + pelotas de 

madera 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día durante 5 días 

43ª Semana 
Aros de plástico + bolos de plástico + cuerdas + 

cascabel 

Oscilación de temperatura de 16 ºC a 28 

ºC en 24 h durante 5 días 

1
1
 

44ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel con aroma 

de manzana + cascabel 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

45ª Semana 
Tubos de cartón + tubos de plástico + tapones 

de plástico 

Sin sistema de ventilación durante 1 día 

+ alarma cada hora durante 3 días 

46ª Semana Pelotas de plástico + cuerdas + tacos de madera 
Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

47ª Semana Cajas de cartón + cubos de plástico  + cuerdas 
Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 5 días 

1
2
 

48ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel con un trozo 

de manzana (3 g) + aros de plástico 
Alarma cada hora durante 5 días 

49ª Semana Tubos de plástico + aros de plástico + cuerdas 
Oscilación de temperatura de 16 ºC a 28 

ºC en 24 h durante 5 días 
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50ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de 

cereza + pelotas de plástico 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día durante 5 días 

51ª Semana Tubos de plástico + bolos de plástico + cuerdas 
Luz contínua durante 4 días + sin acceso 

al agua durante 1 día 

1
3
 

52ª Semana 
Cajas de cartón + tubos de pvc + tacos de 

madera 
Temperatura a 27 ºC durante 5 días 

53ª Semana 
Tubos de cartón + pelotas de plástico + aros de 

plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 20/4 h durante 5 

días 

54ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel con aroma 

de melocotón + bolos de plástico 

Viruta mojada durante 3 días + alarma 

cada hora durante 3 días 

55ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel + cubos de 

plástico 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

1
4
 

56ª Semana Cajas de cartón + tapones de plástico + cuerdas Temperatura a 15 ºC durante 5 días 

57ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel con trozo de 

plátano (4 g) + pelotas de madera 

Ciclo de luz/oscuridad 6/18 h durante 5 

días 

58ª Semana 
Tubos de cartón + tubos de pvc + aros de 

plástico 

Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 5 días 

59ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel + pelotas de 

plástico 

Viruta mojada durante 3 días + alarma 

cada hora durante 3 días 

60ª Semana Tubos de pvc + aros de plástico + cuerdas Luz contínua durante 4 días 

1
5
 

61ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel con nueces   

(3 g) + aros de plástico 
Temperatura a 16 ºC durante 5 días 

62ª Semana Cajas de cartón + bolos de plástico + cascabel Canicas en lugar de viruta durante 2 días 

63ª Semana 
Pelotas de plástico + tapones de plástico + tacos 

de madera 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

64ª Semana 
Tubos de cartón + bolas de papel con almendras 

(3 g) + aros de plástico 

Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 

1
6
 

65ª Semana 
Tubos de plástico + pelotas de plástico + 

cuerdas 

Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

66ª Semana 
Cajas de cartón + tapones de plástico + cubos 

de plástico 
Alarma cada 45 minutos durante 3 días 

67ª Semana 
Tubos de pvc + bolas de papel + pelotas de 

madera 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

68ª Semana 
Tubos de plástico + bolos de plástico + 

cascabel 

Oscilación de temperatura de 16 ºC a 28 

ºC en 24 h durante 5 días 
1

7
 

69ª Semana Tubos de cartón + aros de plástico + cuerdas 
Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 5 días 

70ª Semana 
Tubos de pvc + bolas de papel con almendras 

(4 g) + tacos de madera 

Viruta mojada durante 3 días + alarma 

cada hora durante 3 días 

71ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel con aroma 

de vainilla + pelotas de plástico 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

72ª Semana 
Cajas de cartón + aros de plástico + cubos de 

plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

73ª Semana 
Tubos de cartón + pelotas de plástico + bolos 

de plástico 

Sin acceso al agua (lunes, miércoles y 

viernes) 

1
8
 

74ª Semana 
Tubos de plástico + tapones de plástico + 

cuerdas + cascabel 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

75ª Semana 
Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

cereza + pelotas de plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 20/4 h durante 5 

días 

76ª Semana 
Tubos de cartón + cubos de plástico + tacos de 

madera 

Viruta mojada durante 3 días + alarma 

cada hora durante 3 días 

77ª Semana Tubos de plástico + aros de plástico + cuerdas Alarma cada 45 minutos durante 3 días 

1
9
 78ª Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con plátano  

(3 g) + tacos de madera 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 
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79ª Semana Cajas de cartón + bolos de plástico + cascabel 
Sin acceso al agua (lunes, miércoles y 

viernes) 

80ª Semana 
Tubos de pvc + bolas de papel con trozo de 

naranja (3 g) + cuerdas 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

81ª Semana 
Tubos de plástico + bolas de papel + cubos de 

plástico + pelotas de madera 

Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

2
0
 

82ª Semana 
Tubos de cartón + aros de plástico + bolos de 

plástico + cuerdas 

Viruta mojada durante 3 días + alarma 

cada hora durante 3 días 

83ª Semana Sacrificio de los animales Sacrificio de los animales 

 

 

Tabla A2. Cronograma de los objetos proporcionados a los animales (desde 7 hasta 20 meses de 

edad) en el programa de enriquecimiento ambiental intermedio, así como los factores estresantes 

aplicados a los animales en el programa de estrés crónico moderado impredecible. Los objetos en el 

grupo de enriquecimiento ambiental se cambiaron dos veces a la semana (normalmente los lunes y los 

jueves). En el caso de los animales sometidos a estrés, eran mantenidos en las condiciones de luz y 

temperatura estándar, salvo en los períodos de tiempo en los que se indica lo contrario.  

 

M
es 

Semana Objetos enriquecimiento ambiental Factores estresantes 

7
 

1ª 

Semana 

Aros de plástico + pelotas de plástico + cascabel Luz contínua durante 3 días   

Tubos de cartón + cubos de plástico + cuerdas 
Ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h + 

alarma cada 2 horas durante 3 días 

2ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

vainilla 

Canicas en lugar de viruta durante 2 

días 

Tubos de pvc + pelotas de plástico + tacos de 

madera 

Sin acceso al agua durante 1 día + 

temperatura a 18 ºC durante 1 día 

3ª 

Semana 

Tubos de plástico + bolos de plástico + cuerdas Alarma cada 30 minutos durante 2 días 

Aros de plástico + bolas de papel con trozo 

naranja (3 g) + cascabel 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

4ª 

Semana 

Cajas de cartón + pelotas de plástico + tacos de 

madera 

Ciclo de luz/oscuridad de 18/6 h durante 

5 días 

Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de 

cereza + aros de plástico 
Temperatura a 16 ºC durante 2 días 

8
 

5ª 

Semana 

Tubos de plástico + bolos de plástico + cuerdas 
Ciclo de luz/oscuridad de 8/16 h durante 

5 días 

Cajas de cartón + tapones de plástico + cascabel Temperatura a 25 ºC durante 5 días 

6ª 

Semana 

Aros de plástico + cubos de plástico + tacos de 

madera 
Alarma cada 20 minutos durante 1 día 

Tubos de cartón + pelotas de plástico + cuerdas 
Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

7ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

melocotón + cascabel 

Alarma cada 30 minutos durante 2 días 

+ temperatura a 16 ºC durante 2 días 

Tubos de pvc + aros de plástico + tacos de 

madera 

Ciclo luz/oscuridad de 20/4 h durante 5 

días 

8ª 

Semana 

Tubos de plástico + bolas de papel con trozo de 

manzana (4 g) + cascabel 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 5 días 

Tapones de plástico + pelotas  plástico + cuerdas Temperatura a 26 ºC durante 4 días 

9ª 

Semana 

Tubos de pvc + bolas de papel con aroma de 

cereza + aros de plástico 

Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 3 días 

Tubos de plástico + cubos de plástico + tacos de 

madera 
Alarma cada 45 minutos durante 1 día 

9
 

10ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de 

manzana + cuerdas 

Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 

Cajas de cartón + aros de plástico + cascabel Temperatura a 15 ºC durante 4 días 



Anexos 

249 

11ª 

Semana 

Pelotas de plástico + cuerdas + tacos de madera 
Luz contínua durante 3 días + sin 

acceso al agua durante 1 día 

Tubos de cartón + bolas de papel con trozo de 

plátano (4 g) + aros de plástico 

Canicas en lugar de viruta durante 2 

días 

12ª 

Semana 

Cajas de cartón + tubos de plástico + cuerdas 
Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 5 días 

Tubos de plástico + cubos de plástico + tacos de 

madera 
Alarma cada 20 minutos durante 1 día 

13ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel con trozo de 

manzana (4 g) + cuerdas 

Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

Tubos de cartón + aros de plástico + tacos de 

madera 
Temperatura a 26 ºC durante 4 días 

1
0
 

14ª 

Semana 

Tubos de plástico + bolas de papel + cuerdas + 

cascabel 
Alarma cada 45 minutos durante 2 días 

Cajas de cartón + pelotas de plástico + tacos de 

madera 
Sin acceso al agua durante 1 día 

15ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de 

vainilla + aros de plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 14/10 h durante 

7 días 

Tubos de plástico + cubos de plástico + tacos de 

madera 
Alarma cada 30 minutos durante 2 días 

16ª 

Semana 

Cajas de cartón + tapones de plástico + cuerdas 
Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

Tubos de plástico + bolas de papel con trozo de 

naranja (3 g) + cascabel 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día 

17ª 

Semana 

Tubos de pvc + pelotas de plástico + tacos de 

madera 

Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 

Tubos de cartón + bolas de papel + cubos de 

plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

1
1
 

18ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel con trozo de 

plátano (3 g) + cuerdas 
Temperatura a 35 ºC durante 12 horas 

Aros de plástico + bolos de plástico + tacos de 

madera 

Ciclo de luz/oscuridad 20/4 h durante 4 

días 

19ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel + tapones de 

plástico 

Canicas en lugar de viruta durante 2 

días 

Tubos de plástico + pelotas de plástico + 

cascabel 

Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

20ª 

Semana 

Tubos de pvc + aros de plástico + tacos de 

madera 

Temperatura a 16 ºC durante 4 días + 

alarma cada 2 horas durante 4 días 

Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

vainilla  
Sin acceso al agua durante 1 día 

21ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con almendras 

(3 g)  

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día 

Tubos de plástico + pelotas de plástico + 

cuerdas 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

1
2
 

22ª 

Semana 

Tubos de pvc + tapones de plástico + aros de 

plástico 
Temperatura a 25 ºC durante 5 días 

Cajas de cartón + bolas de papel + tacos de 

madera 

Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

23ª 

Semana 

Tubos de cartón + pelotas de plástico + cuerdas 
Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

Aros de plástico + bolos de plástico + tacos de 

madera 
Luz contínua durante 3 días   

24ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de 

manzana  
Temperatura a 16 ºC durante 5 días 

Cubos de plástico + tapones de plástico + 

cuerdas 
Viruta mojada durante 3 días  

25ª 

Semana 

Tubos de pvc + pelotas de plástico + tacos de 

madera 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día 

Tubos de plástico + aros de plástico + cascabel 
Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

1
3
 

26ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con nueces    

(3 g) + aros de plástico 
Alarma cada 45 minutos durante 1 día 

Cajas de cartón + bolos de plástico + pelotas de 

madera 

Temperatura a 35 ºC durante 5 horas 3 

días seguidos 
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27ª 

Semana 

Tubos de plástico + bolas de papel + cuerdas   
Canicas en lugar de viruta durante 2 

días 

Tubos de cartón + cubos de plástico + aros de 

plástico 
Luz contínua durante 3 días   

28ª 

Semana 

Tubos de pvc + bolos de plástico + cuerdas 
Temperatura a 16 ºC durante 4 días + 

alarma cada 2 horas durante 4 días 

Cajas de cartón + tapones de plástico + cubos de 

plástico 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

29ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con nueces    

(3 g) + aros de plástico 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día 

Tubos de pvc + bolas de papel + tacos de 

madera 
Temperatura a 25 ºC durante 5 días 

30ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con almendras 

(3 g) + aros de plástico 
Alarma cada 45 minutos durante 1 día 

Tubos de plástico + tapones de plástico  + 

cascabel 

Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

1
4
 

31ª 

Semana 

Tubos de cartón + aros de plástico + cuerdas Temperatura a 16 ºC durante 5 días 

Tubos de pvc + bolas de papel + tacos de 

madera 

Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

32ª 

Semana 

Cajas de cartón + tapones de plástico + aros de 

plástico 

Temperatura a 35 ºC durante 5 horas 3 

días seguidos 

Tubos de cartón + bolas de papel con trozo de 

manzana (3 g) + cuerdas 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día durante 3 días 

33ª 

Semana 

Tubos de pvc + bolos de plástico + pelotas de 

plástico 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

cereza + cascabel 

Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 3 días 

34ª 

Semana 

Tubos de plástico + aros de plástico + tacos de 

madera 
Viruta mojada durante 3 días  

Tubos de pvc + cubos de plástico + cuerdas Luz contínua durante 3 días 

1
5
 

35ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel + cascabel Temperatura a 16 ºC durante 4 días 

Tubos de plástico + tapones de plástico + tacos 

de madera 

Canicas en lugar de viruta durante 2 

días 

36ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con trozo de 

naranja (4 g) + cubos de plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

Aros de plástico + bolos de plástico + tacos de 

madera 

Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 

37ª 

Semana 

Tubos de cartón + cubos de plástico + cuerdas 
Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

Tubos de plástico + bolas de papel + aros de 

plástico 
Alarma cada 45 minutos durante 1 día 

38ª 

Semana 

Cajas de cartón + cuerdas + cascabel 
Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

Tubos de pvc + bolas de papel con aroma de 

vainilla + tacos de madera 
Temperatura a 35 ºC durante 12 horas 

1
6
 

39ª 

Semana 

Tubos de plástico + pelotas de plástico + 

cuerdas 

Temperatura a 16 ºC durante 4 días + 

alarma cada 2 horas durante 4 días 

Tubos de cartón + tapones de plástico + pelotas 

de madera 
Luz contínua durante 3 días 

40ª 

Semana 

Tubos de plástico + bolos de plástico + cascabel Temperatura a 27 ºC durante 4 días 

Cajas de cartón + bolas de papel + tapones de 

plástico 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día 

41ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con trozo de 

plátano (4 g) + aros de plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

Tubos de pvc + pelotas de plástico + tacos de 

madera 

Oscilación de temperatura de 16 ºC a 28 

ºC en 24 h durante 4 días 

42ª 

Semana 

Aros de plástico + tapones de plástico + cuerdas Viruta mojada durante 3 días  

Tubos de cartón + cubos de plástico + pelotas de 

madera 

Sin acceso al agua durante 1 día + 

temperatura a 18 ºC durante 3 días 

1
7
 

43ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

melocotón + cascabel 

Ciclos de luz/oscuridad de 36/12 h 

durante 5 días 

Tubos de cartón + bolos de plástico + tapones de 

plástico 

Globos llenos de agua colgados de las 

tapas de las jaulas 
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44ª 

Semana 

Tubos de pvc + aros de plástico + tacos de 

madera 

Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 3 días 

Tubos de plástico + bolas de papel + cuerdas Temperatura a 27 ºC durante 4 días 

45ª 

Semana 

Tubos de cartón + pelotas de plástico + cascabel Viruta mojada durante 3 días  

Cajas de cartón + bolas de papel con trozo de 

naranja (3 g) + tacos de madera 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

46ª 

Semana 

Tapones de plástico + bolos de plástico + 

cuerdas 
Temperatura a 16 ºC durante 4 días 

Tubos de pvc + aros de plástico 
Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

1
8
 

47ª 

Semana 

Cubos de plástico + tapones de plástico + 

pelotas de madera 

Ciclo de 1 h luz/ 1 h oscuridad (cambio 

cada hora) durante 3 días 

Tubos de plástico + bolas de papel con aroma de 

vainilla + bolos de plástico 
Temperatura a 35 ºC durante 12 horas 

48ª 

Semana 

Tubos de cartón + aros de plástico + cascabel Alarma cada hora durante 3 días 

Cubos de plástico + tapones de plástico + 

pelotas de madera 

Ciclos de luz/oscuridad de 20/4 h 

durante 5 días 

49ª 

Semana 

Tubos de pvc + bolas de papel + cuerdas 
Oscilación de temperatura de 16 ºC a 28 

ºC en 24 h durante 4 días 

Tubos de cartón + cubos de plástico + pelotas de 

plástico 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

50ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel con trozo de 

manzana (3 g) + tacos de madera 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

Tubos de plástico +aros de plástico + cuerdas Viruta mojada durante 3 días  

51ª 

Semana 

Tapones de plástico + pelotas de madera + 

cascabel 
Alarma cada hora durante 3 días 

Tubos de pvc + bolas de papel con aroma de 

cereza + aros de plástico 
Temperatura a 16 ºC durante 5 días 

1
9
 

52ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolos de plástico + tapones de 

plástico 

Ciclos de luz/oscuridad de 20/4 h 

durante 5 días 

Tubos de plástico + bolas de papel + cuerdas 
Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

53ª 

Semana 

Cajas de cartón + aros de plástico + tacos de 

madera 
Temperatura a 35 ºC durante 12 horas 

Tubos de pvc + pelotas de plástico + cascabel Alarma cada hora durante 3 días 

54ª 

Semana 

Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de 

vainilla + aros de plástico 

Ciclo de luz/oscuridad 8/16 h durante 5 

días 

Tubos de plástico + cubos de plástico + tacos de 

madera 

Oscilación de temperatura de 16 ºC a 28 

ºC en 24 h durante 5 días 

55ª 

Semana 

Cajas de cartón + bolas de papel + bolos de 

plástico 
Viruta mojada durante 3 días  

Tubos de pvc + aros de plástico + pelotas de 

madera 
Alarma cada hora durante 3 días 

2
0
 

56ª 

Semana 

Tubos de plástico + bolas de papel con trozo de 

naranja (3 g) + cascabel 
Luz contínua durante 3 días 

Tubos de cartón + aros de plástico + bolos de 

plástico + cuerdas 

Ruido estridente durante 3 minutos / 6 

veces al día 

57ª 

Semana 

Tubos de pvc + cubos de plástico + tacos de 

madera 

Pulverizador de agua, al menos 5 veces 

al día, durante 4 días 

Cajas de cartón + bolas de papel con aroma de 

melocotón + pelotas de plástico 

Ciclo de 5 h luz/ 5 h oscuridad (cambio 

cada 5 horas) durante 3 días 

58ª 

Semana 

Tubos de cartón + aros de plástico + cuerdas Temperatura a 35 ºC durante 6 horas 

Sacrificio de los animales Sacrificio de los animales 
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Tabla A3. Cronograma de los objetos proporcionados a los animales (desde 18.5 hasta 20 meses de 

edad) en el programa de enriquecimiento ambiental en animales viejos. Los objetos en el grupo de 

enriquecimiento ambiental se cambiaron tres veces por semana (normalmente lunes, miércoles y viernes).  

 

S
em

a
n

a
 

Días Objetos enriquecimiento ambiental 

1
 

Viernes Tubos de cartón + aros de plástico + cubos de plástico 

Lunes Tubos de pvc + bolas de papel + pelotas de madera + trozo de tela 

Miércoles Tubos de plástico + bolas de papel + cubos de plástico  + tacos de madera 

2
 

Viernes 
Tubo de cartón + tubo de plástico + bolas de papel con trozo de manzana (3 g) + aros de 

plástico 

Lunes Tubos de pvc + bolas de papel con aroma de cereza + cubos de plástico + tacos madera 

Miércoles Tubo de cartón + tubo de plástico + cuerdas + pelotas de madera 

3
 

Viernes Tubos de pvc + bolas de papel con aroma de canela + cubos de plástico + aros de plástico 

Lunes Tubos de cartón + bolas de papel con trozo de plátano (3 g) + cuerdas 

Miércoles Tubos de plástico + bolas de papel + taco de madera + pelotas de plástico 

4
 

Viernes Tubos de cartón + aros de plástico + cuerdas + trozo de tela 

Lunes Tubo de pvc + tubo de plástico + tubo de cartón + tacos de madera 

Miércoles Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de cereza + cuerdas + aros de plástico 

5
 

Viernes Tubos de cartón + bolas de papel con trozo de manzana (3 g) + cubo de plástico 

Lunes Tubo de plástico + pelota de plástico + tacos de madera + trozo de tela 

Miércoles Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de cereza + cuerdas + aros de plástico 

6
 

Viernes Tubo de plástico + tubo de cartón + tacos de madera + trozo de tela  

Lunes Tubos de cartón + bolas de papel con aroma de vainilla + pelotas de plástico 

Miércoles Tubos de pvc + bolas de papel con aroma de cereza + cubos de plástico + tacos madera 

7
 Viernes Sacrificio de los animales 

 

 

Tabla A4. Cronograma de los alimentos, así como su cantidad, proporcionados a los animales 

sometidos a una dieta rica en antioxidantes (a partir de los 14 meses de edad de los animales), tanto 

en el grupo Dieta como en el grupo Dieta + EA.  

 

S
em

a
n

a
 

Día Alimento y cantidad para cada animal 

1
 

Lunes Surtido de cereza, fresa, grosella y mora (15 g) + Mandarina (5 g) 

Miércoles 
Plátano (10 g) + Manzana (10 g) + Zumo de granada, cereza, mora, manzana, uva y frambuesa 

(25 ml diluido en 25 ml agua) 

Viernes Mandarina (5 g) +  Ciruela (10 g) + Cereales de arroz y trigo con chocolate (10 g) 

2
 

Lunes Piña (20 g) + Zumo de manzana, melocotón, piña, mango (70 ml diluido en 30 ml agua) 

Miércoles Cacahuetes (5 g)  + Nueces (5 g) + Copos de avena (15 g) 

Viernes Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (20 g) + Té rojo con frambuesa y fresa (60 ml) 
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3
 

Lunes 
Nueces (5 g) +  Mandarina (5 g) + Ciruela (5 g) + Surtido de fresa, cereza, arándanos y mora 

(10 g) 

Miércoles 
Cacahuetes (10 g) + Plátano (10 g) + Zumo de manzana, melocotón, piña, mango (40 ml 

diluido en 20 ml agua)  

Viernes Nueces (5 g) + Plátano (5 g) + Naranja (5 g) + Tomate (10 g) 

4
 

Lunes Pan (10 g) + Aceite de oliva (1/2 cuchara) + Tomate (10 g)  

Miércoles Ciruela (10 g) + Cacahuetes (5 g) + Uva (10 g) 

Viernes Uvas (12 g) + Maíz (2 g) + Pan (10 g) + Té rojo con ciruela (60 ml) 

5
 

Lunes Tomate (5 g) + Nueces (5 g) + Uvas (10 g) + Maíz (2 g) 

Miércoles 
Tomate (10 g) + Aceite de oliva (1/2 cuchara pequeña) + Cereales de arroz y trigo con 

chocolate (15 g) 

Viernes 
Papaya con uvas (15 g) + Pipas de calabaza y pipas de girasol (10 g)  + Té rojo con frambuesa 

y fresa (70 ml) 

6
 

Lunes Uvas (5 g) + Nueces (5 g) + Mandarina (5 g) + Tomate (5 g) 

Miércoles Cereales de arroz y trigo con chocolate (20 g) + Nueces (5 g) 

Viernes Uvas (10 g) + Nueces (10 g) + Zumo de naranja (30 ml + 20 ml agua) 

7
 

Lunes Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (20 g)  + Té verde con vainilla (70 ml) 

Miércoles 
Surtido de brócoli y zanahoria (10 g) + Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (10 g) + 

Nueces (4 g) 

Viernes 
Brócoli (10 g) + Uva (10 g) + Zumo de granada, cereza, mora, manzana, uva y frambuesa (40 

ml diluido en 30 ml agua) 

8
 

Lunes Surtido de zanahoria, brócoli y coliflor (20 g) + Pan (5 g) 

Miércoles 
Uva (10 g) + Surtido de nueces, pasas, albaricoques, pipas de calabaza y almendra (10 g) + Té 

blanco (60 ml) 

Viernes 
Copos de avena (20 g) +  Zumo de granada, cereza, mora, manzana, uva y frambuesa (30 ml 

diluido en 20 ml agua) 

9
 

Lunes 
Surtido de nueces, pasas, albaricoques, pipas de calabaza y almendra (10 g) + Chocolate con 

almendras (10 g) 

Miércoles 
Surtido de fresa, cereza, arándanos y mora (10 g) + Pan (5 g) + Tomate (5 g) + Aceite de oliva 

(1/2 cucharada) 

Viernes 
Surtido de zanahoria, brócoli y coliflor (10 g) + Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (15 

g) + Té verde con limón (70 ml) 
1

0
 

Lunes 
Pipas de girasol (5 g) + Copos de avena (20 g) + Zumo de uva, fresa, cereza, arándanos y mora 

(5 ml diluido en 45 ml agua) 

Miércoles Manzana (20 g) + Chocolate con almendras (5 g) 

Viernes  Copos de avena (22 g) + Pimiento verde (3 g) + Té rojo con fresa, cereza y manzana (60 ml) 

1
1
 

Lunes 
Surtido de brócoli, coliflor y zanahoria (22 g) + Zumo de arándanos, grosella y saúco (30 ml 

diluido en 20 ml agua) 

Miércoles 
Surtido de fresa, cereza, grosella y mora) (15 g) + Surtido de pipas de calabaza, almendras y 

nueces (5 g) 

Viernes 
Copos de avena (10 g)  + Pistachos (5 g) + Surtido de zanahoria, brócoli y coliflor (10 g) + 

Zumo de uva (10 ml) 

1
2
 

Lunes 
Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (10 g) + Copos de avena (10 g) + Té verde con 

limón (60 ml) 

Miércoles Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (15 g) + Surtido de almendras y pistachos (5 g) 

Viernes Tomate (10 g) + Lechuga (5 g) + Surtido de cereza, fresa y mora (8 g) + Té verde (60 ml) 

1
3
 

Lunes 
Surtido de cereza, fresa y mora (10 g) + Copos de avena (10 g) + Surtido de pipas de calabaza, 

almendras y nueces (5g) 

Miércoles 
Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (10 g) + Surtido de brócoli, zanahoria y coliflor (15 

g) 

Viernes Manzana (25 g) + Zumo de uva, fresa, cereza, arándanos y mora (40 ml diluido en 30 ml agua) 
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1
4
 

Lunes Surtido de cereza, fresa y mora (8 g) + Copos de avena (15 g) 

Miércoles Cereales de arroz y trigo con fresa y mora (15 g) + Pipas de girasol (10 g) 

Viernes Surtido de brócoli, coliflor y zanahoria (20 g) + Manzana (5 g) + Té verde (70 ml) 

1
5
 

Lunes Naranja (20 g) + Zumo de arándanos (30 ml diluido en 30 ml agua) 

Miércoles 
Pan (10 g) + aceite de oliva (1/2 cucharada) + Tomate (10 g) + Surtido de pipas de calabaza, 

almendras y nueces (5 g) 

Viernes Cereales de avena con fresa y mora (15 g) + Naranja (10 g) + Té verde con limón (70 ml) 

1
6
 

Lunes Manzana (10 g) + Fresas (10 g) + Ciruelas (5 g) 

Miércoles 
Surtido de patata, zanahoria y judía verde (10 g) + Aceite de oliva (1/2 cucharada) + Cereal de 

trigo (10 g) 

Viernes 
Tomate (5 g) + Cereales de avena con fresa y mora (15 g) + Té rojo con fresa, cereza y 

manzana (70 ml) 

1
7
 

Lunes Pipas de calabaza (10 g) +  Zanahoria (10 g) + Ciruelas (5 g) 

Miércoles Surtido de pipas de calabaza, almendras y nueces (15 g) + Copos de avena (10 g) 

Viernes 
Lechuga (5 g) + Tomate (15 g) + Zumo de uva, fresa, cereza, arándanos y mora (40 ml diluido 

en 30 ml agua) 

1
8
 

Lunes 
Cereza (3 g) + Manzana (20 g) + Zumo de uva, fresa, cereza, arándanos y mora (30 ml diluido 

en 40 ml agua) 

Miércoles Surtido de brócoli, coliflor y zanahoria (20 g) + Surtido de cereza, fresa y mora (5 g) 

Viernes Champiñones (15 g) + Maíz (5 g) + Pimiento verde (5 g) + Té verde (70 ml)  

1
9
 

Lunes Pipas de calabaza (10 g) + Almendras (10 g)  + Plátano (5 g) 

Miércoles 
Chocolate con naranja (5 g) + Arándanos (10 g) + Uvas (5 g) + Zumo de fresa y cereza (40 ml 

diluido en 30 ml agua) 

Viernes Manzana (15 g) + Surtido de pipas de calabaza, almendras y nueces (10 g) + Té negro (70 ml) 

2
0
 

Lunes 
Manzana (5 g) + Surtido de cereza, fresa y mora (15 g) + Zumo de fresa y cereza (40 ml 

diluido en 30 ml agua) 

Miércoles Surtido de judías, brócoli y zanahoria (15 g) + Pimiento verde (5 g) + Guisantes (5 g) 

Viernes 
Surtido de cereza, fresa y mora (15 g) + Surtido de pipas de calabaza, almendras y nueces (10 

g) + Té verde y negro (70 ml) 
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Anexo B. Publicaciones relacionadas con la tesis  

A continuación se presenta una lista de las publicaciones, manuscritos y comunicaciones en 

congresos relacionadas con la temática de la tesis.  

 

Publicaciones  

Ramis MR, Sarubbo F, Terrasa JL, Moranta D, Aparicio S, Miralles A, Esteban S. Chronic α-

tocopherol increases central monoamines synthesis and improves cognitive and motor abilities in old rats. 

Rejuvenation Res., 2016; 19(2): 159-171 

Ramis MR, Sarubbo F, Tejada S, Jiménez M, Esteban S, Miralles A, Moranta D. Chronic 

Polyphenon-60 or Catechin treatments increase brain monoamines syntheses and hippocampal SIRT1 

levels improving cognition in aged rats. Nutrients, 2020; 12(2): 326 

Ramis MR, Sarubbo F, Moranta D, Tejada S, Lladó J, Miralles A, Esteban S. Cognitive and 

neurochemical changes following polyphenol-enriched diet in rats. Nutrients, 2021; 13(1): 59 

Ramis MR, Sarubbo F, Moranta D, Tejada S, Lladó J, Miralles A, Esteban S. Neurochemical and 

cognitive beneficial effects of moderate physical activity and catechin in aged rats. Antioxidants, 2021; 

10(4): 621 

 

Manuscritos en preparación de los resultados de esta tesis: 

Ramis MR et al. Effects of environmental enrichment programs preventing aging cognitive decline in 

rats. Behavioral and neurochemical study. En preparación 

Ramis MR et al. Impact of umpredictable long-term mild stress on memory and monoaminergic 

systems. En preparación 

 

Otras publicaciones  

Ramis MR, Esteban S, Miralles A, Tan D-X, Reiter RJ. Protective effects of melatonin and 

mitochondria-targeted antioxidants against oxidative stress: A review. Curr Med Chem., 2015; 22 (22): 

2690-2711 

Ramis MR, Esteban S, Miralles A, Tan D-X, Reiter RJ. Caloric restriction, resveratrol and melatonin: 

role of SIRT1 and implications for ageing and related-diseases. Mech Ageing Dev., 2015; 146 -148: 28-

41 

Ramis M, Sarubbo F, Sola J, Aparicio S, Garau C, Miralles A, Esteban S. Cognitive improvement by 

acute growth hormone is mediated by NMDA and AMPA receptors and MEK pathway. Prog 

Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 2013; 45: 11-20 

Sarubbo F, Ramis MR, Aparicio S, Ruiz L, Esteban S, Miralles A, Moranta D. Improving effect of 

chronic resveratrol treatment on central monoamine synthesis and cognition in aged rats. Age (Dordr), 

2015; 37(3): 9777 

Sarubbo F, Ramis MR, Kienzer C, Aparicio S, Esteban S, Miralles A, Moranta D. Chronic silymarin, 

quercetin and naringenin treatments increase monoamines synthesis and hippocampal Sirt1 levels 

improving cognition in aged rats. J Neuroimmune Pharmacol., 2018; 13(1): 24-38 
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Esteban S, Garau C, Aparicio S, Moranta D, Barcelo P, Ramis M, Tresguerres JA, Rial R. Improving 

effects of long-term growth hormone treatment on monoaminergic neurotransmission and related 

behavioral tests in aged rats. Rejuvenation Res., 2010; 13: 707-716 

Moranta D, Barcelo P, Aparicio S, Garau C, Sarubbo F, Ramis M, Nicolau C, Esteban S. Intake of 

melatonin increases tryptophan hydroxylase type 1 activity in aged rats: Preliminary study. Exp 

Gerontol., 2014; 49: 1-4 

 

Comunicaciones en congresos  

Ramis M, Sarubbo F, Terrasa JL, Moranta D, Aparicio S, Miralles A, Reiter RJ, Esteban S. Effects of 

polyphenol treatments and environmental enrichment programs preventing aging cognitive decline in rats. 

43 Annual Meeting of American Aging Association, San Antonio - Texas, Estados Unidos, 30 mayo - 2 

junio 2014  

Ramis M, Miralles A, Terrasa JL, Sarubbo F, Aparicio S, Esteban S. Comparative effects of trans-

Resveratrol and α-Tocopherol chronic treatment on cognitive ability in aged rats. Joint FEPS & XXXVI 

Spanish Physiological Society Congress 2012, Santiago de Compostela, España, 8-11 septiembre 2012 

Esteban S, Terrasa JL, Ramis M, Sarubbo F, Miralles A, Aparicio S. Effects of chronic treatment with 

α-tocopherol on cognitive abilities in old rats. 45th European Brain and Behaviour Society Meeting, 

Munich, Alemania, 6-9 septiembre 2013 

Miralles A, Ramis MR, Sarubbo F, Ullate J, Moranta D, Esteban S. Improvement of cognitive abilities 

by α-tocopherol in old rats was paralleled with modulation of SIRT1 in the hippocampus. II International 

Congress of Psychobiology, Ávila, España, 19-21 julio 2017 

Ramis MR, Sarubbo F, Terrasa JL, Aparicio S, Moranta D, Miralles A, Esteban S. Effects of caloric 

restriction and resveratrol on cognitive and motor abilitites. XXXVII Congreso de la Sociedad Española 

de Ciencias Fisiológicas (SECF), Granada, España, 24-26 septiembre 2014. 

Moranta D, Ramis M, Sarubbo F, Aparicio S, Esteban S, Miralles A. Long-term treatment with 

polyphenon 60 or catechin improves cognition in aged rats, and revert the age-induced reduction of 

SIRT1 protein in rat hippocampus. II International Congress of Psychobiology, Ávila, España, 19-21 julio 

2017 

Miralles A, Ramis M, Sarubbo F, Aparicio S, Moranta D, Esteban, S. Effect of catechin on central 

monoamines synthesis, SIRT1 expression and cognition in aged rats. 10th Forum Neuroscience (FENS), 

Copenhague, Dinamarca, 2-6 julio 2016 

Esteban S, Ramis MR, Sarubbo S, Barceló M, Moranta D, Miralles A. Effect of diet rich in 

antioxidants on central monoamines synthesis, SIRT1 expression and cognition in aged rats. 10th Forum 

Neuroscience (FENS), Copenhague, Dinamarca, 2-6 julio 2016.  

Ramis M, Sarubbo F, Terrasa JL, Aparicio S, Miralles A, Esteban S. Effects of early long term 

enrichment program on cognitive abilities in aged rats. 45th European Brain and Behaviour Society 

Meeting, Munich, Alemania, 6-9 septiembre 2013 

Miralles A, Ramis M, Sarubbo F, Terrasa JL, Arbona L, Esteban S. Comparison of enrichment and 

impoverishment environmental programs on cognitive abilities in adult rats. 45th European Brain and 
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