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1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

1.1. Definición  

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa, progresiva y 

compleja que fue descrita por primera vez hace más de 100 años. Está considerada 

dentro del grupo de las demencias, siendo de estas la más frecuente (López-Pousa et al., 

1999). Clínicamente la enfermedad se presenta con la pérdida progresiva de la memoria 

de corto alcance y a medida que avanza se produce la pérdida de la memoria de larga 

duración y el pensamiento abstracto. En la etapa más tardía de la enfermedad los 

pacientes se vuelven confusos y pierden la orientación del lugar y del tiempo. Estas 

manifestaciones clínicas son el resultado de una serie de cambios moleculares que se 

producen en el cerebro del paciente. Estos cambios moleculares se producen con varias 

alteraciones histopatológicas que incluyen dos lesiones principales, las placas seniles 

extraneuronales y los ovillos neurofibrilares (ONF) (Selkoe, 2001). Se produce una 

degeneración de las neuronas involucradas en los procesos de la memoria, que incluye 

la muerte selectiva de algunas células nerviosas, la pérdida de sinapsis y la disminución 

en los niveles de determinados neurotransmisores (DeKosky and Scheff, 1990; Scheff et 

al., 1991; Masliah et al., 2001).  

En el estudio patológico de los cerebros de los pacientes de la EA podemos observar un 

tamaño medio más pequeño que el de las personas sanas, atrofia cortical simétrica con 

afectación de todos los lóbulos, atrofia del lóbulo temporal medio y afectación de las 

áreas de asociación con respecto a las áreas motoras y sensoriales (Hof et al., 1990). Las 

estructuras subcorticales se hallan normalmente conservadas, excepto la amígdala que 

se encuentra gravemente afectada. 

 

1.2. Antecedentes históricos 

En 1901, en el hospital de enfermedades mentales de Frankfurt, ingresa una paciente de 

51 años de edad,  Auguste Deter, con un cuadro clínico de 5 años de evolución. Dicha 

paciente, después de haber comenzado con delirio, sufrió una pérdida de memoria 

rápida y progresiva, acompañada de alucinaciones, trastornos de conducta, 

desorientación, afectaciones del lenguaje; falleciendo el 8 de abril de 1906. La historia 

guarda el registro de esta señora como el primer caso descrito de la EA. 

El doctor Alzheimer realizó el estudio histológico del cerebro de esta señora 

describiendo las placas seniles, los ONF y cambios cerebrales arterioescleróticos. Emil 
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Kraepelin, psiquiatra compañero de Alois Alzheimer, fue quien identificó los síntomas 

de la enfermedad como una entidad nosológica definida y Alois Alzheimer fue quien 

describió las características neuropatológicas por primera vez. El descubrimiento de la 

patología fue obra de ambos psiquiatras, que trabajaban en el mismo laboratorio, pero 

Kraepelin decidió nombrar la enfermedad “Alzheimer” en honor a su compañero y 

mentor, debido a la gran importancia que daba a encontrar la base neuropatológica de 

los desórdenes psiquiátricos. 

 

1.3. Neurofisiología de la EA 

Como se ha comentado anteriormente la EA incluye dos lesiones principales, las placas 

seniles extraneuronales y los ONF. No obstante, a la EA también se han asociado la 

pérdida neuronal y de la función sináptica, con una disminución considerable de las 

sinapsis, anomalías mitocondriales y elevados niveles de marcadores de estrés oxidativo 

(Selkoe, 2001; Reddy and Beal, 2005; 2008; Reddy and McWeeney, 2006; LaFerla et 

al., 2007). 

 

1.3.1. Placas seniles 

Las placas seniles son masas argirófilas de material granular o filamentoso. Presentan 

en la periferia prolongaciones neuronales en degeneración y en la parte central fibrillas 

de la proteína amiloide de conformación β (Aβ), principalmente (Glenner and Wong, 

1984). Las placas seniles, así como los ONF, se pueden encontrar en cerebros de 

personas sanas de avanzada edad, cognitivamente normales, pero en la EA la 

distribución y densidad de estas alteraciones refleja una interrupción más importante de 

los circuitos corticales claves (Hof y Morrison, 1996). 

El péptido Aβ se forma a partir de la proteína precursora de amiloide (APP) y es 

pequeño, de unos 4 kDa (Beyreuther and Masters, 1991). La APP está formada por un 

péptido señal, un dominio extracelular grande, un dominio transmembrana, que traspasa 

la membrana una única vez, y un dominio citoplasmático (Tanzi et al, 1988). El 

dominio extracelular es complejo, contiene una región globular rica en cisteínas y sitios 

de unión a heparina, cobre, cinc. Presenta un dominio acídico, rico en glutaminas, 

aspartatos y treoninas y los dominios glicosilados que incluyen una región promotora de 

crecimiento (Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1988; Konig et al., 1992). 

La APP se puede encontrar en diferentes tejidos como una familia de moléculas de APP 

de diferentes tamaños. Como molécula es una glycoproteína que puede ser procesada 
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proteolíticamente por dos vías competitivas, la no amiloidogénica y la amiloidogénica 

(se forma Aβ) (Kang et al., 1987; Ponte et al., 1988). 

 

                 

Figura 1. Mecanismo de procesamiento de la APP (Thomas and Fenech, 2007). 
 

Este procesamiento de la APP (Figura 1) se realiza mediante la intervención de  α, β y γ 

secretasas. En la vía no amiloidogénica la α-secretasa corta dentro del dominio Aβ de la 

APP y se produce el ectodominio α-APP soluble y el fragmento C83 anclado a la 

membrana. Por esta vía se excluye la formación de Aβ generando fragmentos no 

amiloidogénicos y una forma de APP que es secretada (Kang et al., 1987; Verdile et al., 

2007). En la vía amiloidogénica la β-secretasa corta cerca de la región amino terminal 

del dominio Aβ liberando otras formas solubles, la β-APPs y la región carboxilo 

terminal (C99) conteniendo el dominio Aβ. El paso final de esta vía amiloidogénica es 

el corte del fragmento intramembranoso C99 por la γ-secretasa liberando péptidos Aβ 

de diferentes tamaños lo cual puede afectar la solubilidad de Aβ. Las formas más largas, 

de 42 y 43 aminoácidos (Aβ-42 y Aβ-43), se agregan dando lugar a la formación de las 

placas seniles (Kang et al., 1987; Verdile et al., 2007). Las formas más cortas, de 39 y 

40 aminoácidos (Aβ39 y Aβ40), se pueden acumular alrededor de los vasos sanguíneos 

(Prelli et al., 1988). Esta Aβ además de encontrarse formando los depósitos se puede 

hallar en forma soluble en el plasma y en el líquido cefalorraquídeo de los enfermos y 

de individuos normales. 

Hay muchos factores que pueden influir en el procesamiento de la APP y generar Aβ, 

tales como la dieta, el estado hormonal y las mutaciones genéticas (ver refs. Gandy and 
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Petanceska, 2001; Verdile et al., 2004). En la EA que se produce tempranamente, 

generalmente hereditaria, las mutaciones en APP, PS-1 y/o PS-2 activan la β- y γ-

secretasas y esta activación da lugar a la formación de Aβ (Mattson, 2004; Reddy and 

Beal, 2005). En la que se produce tardíamente, generalmente esporádica, ha sido 

propuesto que el estrés oxidativo puede causar la activación de la β-secretasa y facilitar 

la secreción de Aβ (Reddy, 2006). Mediante el estudio de ratones transgénicos se ha 

podido observar que la producción y acumulación de Aβ se incrementan de una manera 

edad-dependiente (Oddo et al., 2003b; Manczak et al., 2006) 

En las últimas décadas son muchas las investigaciones que se han realizado para 

comprender la toxicidad de Aβ y la formación de las placas seniles. Se ha podido 

comprobar, en pacientes, que la Aβ intracelular precede los depósitos extracelulares y 

que los residuos Aβ-42 participan en la fibrilogénesis y en la formación de las placas 

(Gouras et al., 2000). 

 

1.3.2. Ovillos neurofibrilares  

Los ONF están formados principalmente por haces de filamentos pareados de 

disposición helicoidal de la proteína tau (Kosik et al., 1986). La proteína tau está 

asociada a la formación de los microtúbulos que mantienen la estabilidad estructural de 

las neuronas y sirven de soporte en el transporte axonal (Figura 2). Esta proteína 

contiene un gran número de serinas y treoninas muchas de las cuales están fosforiladas 

en condiciones fisiológicas normales. Bajo condiciones patológicas tau comienza a 

hiperfosforilarse, lo cual quiere decir que tiene un grado más alto de sitios fisiológicos 

fosforilados así como sitios adicionales, sitio nuevos. La hiperfosforilación de tau hace 

que disminuya la unión de estas para la formación de los microtúbulos; aumentando la 

cantidad de tau soluble y las disgregación de los microtúbulos. Además tau está sujeta a 

la ubiquitinación, nitración, truncamiento, prolil-isomerización, glicosilación y 

modificación por glicación avanzada de productos finales. Estos procesamientos 

anormales, principalmente la hiperfosforilación, hacen que la proteína tau sea más 

resistente a la degradación proteolítica y se agregue para formar los ONF. Con la 

pérdida de la funcionalidad de tau, disminuye la neurotransmisión y el axón pierde su 

morfología, lo que conduce a que la neurona se degenere (Grundke-Iqbal et al., 1986; 

Lee et al., 1991; Götz et al., 2007).  

Se ha observado que las células piramidales del córtex entorrinal son vulnerables a los 

ONF y a la degeneración resultante, sin embargo las células granuladas del giro dentado 
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son resistentes a la degeneración (Hof and Morrison, 1996). Por otra parte en el 

neocórtex también existen grupos de neuronas sensibles a la formación de ONF y a la 

degeneración y otros no lo son. Así las interneuronas inhibidoras no forman ONF y son 

resistentes a la degeneración (Hof et al., 1993; Sampson et al., 1997). 

 

 

 

Figura 2. Modelo para la neurodegeneración mediada por Tau. En condiciones normales, la 
proteína Tau se regula bien a diferentes niveles: expresión de la isoforma, la fosforilación, unión 
de los microtúbulos, rotación; todo lo necesario para garantizar un transporte normal a lo largo 
de los microtúbulos en los axones y las dendritas. Debido a los proceso anormales que se 
pueden producir en Tau, ocurre una disminución en el transporte de las vesículas sinápticas, las 
mitocondrias o las proteínas, lo cual afecta los procesos dependientes de energía en las sinapsis, 
entre otros, que desencadenará en los procesos de degeneración neuronal y eventualmente puede 
llevar a la muerte neuronal. Estos procesos pueden contribuir a la activación de la microglía y 
astroglía. Las células inflamatorias activadas secretan factores que no solo afectan a las 
neuronas, sino también otras células que constituyen la unidad de la barrera hemato-encefálica, 
provocando una mayor permeabilidad, lo que afecta negativamente a las neuronas.(Jaworski et 
al., 2010). 
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1.3.3 Disfunción sináptica 

La afectación de las funciones sinápticas es un factor crucial que puede contribuir al 

declive cognitivo. La disminución en los niveles cognitivos se ha visto que se produce 

con el envejecimiento en humanos (Flicker et al., 1991), incluyendo cambios en el 

aprendizaje, la memoria y en la velocidad de los procesos mentales (Rubin et al., 1989; 

Flicker et al., 1991).  

Durante el envejecimiento el número de las sinapsis y la transmisión de la señal decae 

considerablemente (Scheff et al., 1991). En varios estudios se ha correlacionado la 

pérdida sináptica con el decline cognitivo en la EA, mostrando un 25-30% de 

disminución de la sinapsis del córtex y un 15-35% por neurona cortical (DeKosky and 

Scheff, 1990; Terry et al., 1991; DeKosky et al., 1996). Otros estudios recientes revelan 

la disminución de los niveles de proteínas pre- (sinaptofisina) y post-sinápticas 

(sinaptopodina y PSD-95) en la EA comparados a sus controles (Bertoni-Freddari et al., 

1996; Gylys et al., 2004; Almeida et al., 2005; Reddy and Beal, 2008). Estos estudios 

sugieren que la disminución sináptica y de las proteínas sinápticas están presentes en las 

zonas conocidas por ser afectadas por la EA. En la EA se ha visto, mediante estudios “in 

vitro” e “in vivo”,  que la disfunción sináptica y la disminución de la potenciación a 

largo plazo (LTP, del inglés long-term potentiation) pueden estar relacionadas a la 

presencia de Aβ soluble (Cleary et al., 2005; Billings et al., 2005; Townsend et al., 

2006).  

La neuronas piramidales que desarrollan largas proyecciones córtico-corticales son 

particularmente sensibles a la degeneración en la EA, lo que lleva a la interrupción de 

las conexiones entre distintas áreas del córtex de asociación. Sin embargo, las áreas 

motoras y sensoriales primarias sufren una pérdida neuronal mínima (Lewis et al., 1987; 

De Lacoste and White, 1993).  

En cuanto a las sinapsis, tiene lugar una pérdida sináptica extensa en áreas de 

asociación, lo cual refleja la interrupción estructural de los circuitos. Por el contrario, las 

proyecciones subcorticales y la mayoría de las proyecciones talámicas quedan intactas, 

mientras la proyección colinérgica del núcleo basal de Meynert degenera como uno de 

los primeros eventos de la enfermedad (Coyle et al., 1983). 
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1.3.4 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se considera como la alteración que se produce en el equilibrio entre 

las especies prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras. Por tanto este 

desequilibrio puede producirse por un aumento de los agentes oxidantes, por una 

deficiencia de los antioxidantes o por ambos a la vez. Esta alteración generalmente 

conduce a dañar determinadas moléculas y puede reflejarse en las funciones 

fisiológicas. 

Hay una extensiva evidencia y un amplio acuerdo de que el daño oxidativo producido 

en el cerebro por los radicales libres es un factor importante para un número 

considerables de enfermedades neurodegenerativas entre las que se encuentra la EA 

(Subbarao et al., 1990; Balazs and Leon 1994; Lovell et al., 1995; Sayre et al., 1997). Es 

por esto que en las últimas décadas se han realizado un considerable número de 

investigaciones sobre este tema, en los diferentes modelos para la EA (Li et al., 2004a; 

Schuessel et al., 2005; Esposito et al., 2006; Resende et al., 2008; Dumont et al., 2009a; 

García et al., 2009a,b; Giménez-Llort et al., 2010; Herring et al., 2010). 

 

1.3.4.1. Radicales libres 

Los radicales libres son moléculas o fragmentos de moléculas que tienen, en su orbital 

externo, uno o más electrones desapareados (Olanow, 1993). Debido a su gran 

reactividad tienen una vida media muy corta y suelen reaccionar rápidamente con otra 

molécula. Esta otra molécula estará dañada y se producirá un segundo radical; este 

proceso puede continuar indefinidamente (Esterbauer, 1985). Los radicales libres 

derivados del oxígeno e implicados en el estrés oxidativo son conocidos como especies 

reactivas de oxígeno (ROS del inglés reactive oxygen species), aunque también existen 

las especies reactivas de nitrógeno.  

En la figura 3 se puede observar que en la reacción 2 se produce el H2O2 que no tiene 

electrones desapareados. Este tipo de moléculas se conocen con el nombre de especies 

reactivas de oxígeno intermedias. La toxicidad de estas suele ser baja pero, como en el 

caso del H2O2, pueden atravesar la membrana y tienen una vida media-larga (Cadenas, 

1995).  

 

1.3.4.2. Oxidación de los lípidos 

Los lípidos son biomoléculas muy susceptibles a ser atacadas por los radicales libres. 

Este proceso suele llamarse peroxidación lipídica y es una reacción en cadena, de 
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manera tal que el ataque de un solo radical libre puede producir un gran número de 

especies reactivas (Esterbauer, 1985). Los lípidos oxidados (LPO) pueden producir 

modificaciones en las membranas celulares, disminuyendo la permeabilidad, fluidez, 

mantenimiento de gradientes iónicos, etc. Debido al gran contenido de lípidos y de 

metabolitos de oxígeno, unido a las bajas defensas antioxidantes que podemos encontrar 

en el cerebro,  este es considerado un órgano muy susceptible al estrés oxidativo 

(Reddy, 2006). 
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Figura 3. Radicales libres que se pueden formar desde el oxígeno (Reiter et al., 2001). 
 

1.3.4.3. Defensas antioxidantes 

Las moléculas que son capaces de detoxificar directa o indirectamente de los radicales 

libres son conocidas como depuradoras o antioxidantes. Entre ellas podemos mencionar 

la vitamina E y C, el β-caroteno, y la melatonina, entre otras (Sies and Stahl, 1995; 

Reiter et al., 1997a). Por otra parte el organismo ha creado una serie de mecanismos 

para protegerse de los radicales libres. Dentro de estos mecanismos existen una variedad 

de enzimas que pueden eliminar los radicales libres o sus intermediarios de los espacios 

intra o extracelular, produciendo productos no tóxicos. Algunas de las enzimas más 

conocidas con esta capacidad son la superóxido dismutasa (SOD, incluyendo la SOD-

CuZn y la SOD-Mn), la glutatión peroxidasa (GPx) y la glutatión reductasa (GR) 

(Reiter et al., 1997b). 

La SOD, como su nombre lo indica, es un enzima que dismuta el radical superóxido en 

H2O2 y constituye el primer medio natural de defensa (McCord, 1974; Fridovich 1978). 
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Por su parte la GPx es una enzima muy valiosa que tiene un doble papel antioxidante. 

Además de funcionar como una peroxidasa, eliminando el H2O2, también puede 

funcionar reduciendo el anión peroxinitrito a otro no tóxico. Esta enzima necesita el 

glutatión reducido (GSH) como dador de equivalentes reductores para  catalizar la 

reacción. Por tanto, para poder tener una adecuada actividad antioxidante, se considera 

importante la presencia de GSH (Sies et al., 1997). 

El glutatión es un tiol no proteico, muy abundante en las células de los mamíferos. Está 

constituido por tres aminoácidos: el ácido glutámico, la cisteína y la glicina. Su 

estructura le confiere determinadas características que hacen que tenga una amplia 

funcionalidad en la célula. Lo podemos encontrar reducido (GSH) o oxidado (GSSG). 

El GSSG está compuesto por 2 moléculas de GSH, unidas por un puente disulfuro entre 

las cisteínas. Particularmente el GSH puede jugar numerosas e importantes funciones 

metabólicas, como la de proteger la célula contra los radicales libres, los peróxidos y 

otros compuestos (Viña et al., 2000). 

Cuando el GSH es utilizado por la GPx para eliminar el H2O2 o el anión peroxinitrito, se 

produce el GSSG y este último es rápidamente reducido mediante la GR. Esta enzima 

utilizará el NADPH como cofactor, que es facilitado por la deshidrogenasa glucosa-6-

fosfato. El complejo enzimático GPx/GR se encuentran predominantemente en el 

citosol, aunque existe cierta actividad en la mitocondria (Fujii et al., 2000). 

 

1.3.5. Disfunción mitocondrial 

Las afectaciones que sufren las mitocondrias en la EA están muy relacionadas con el 

incremento del estrés oxidativo. De hecho muchos de los radicales libres son producidos 

en la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Gibson et al., 1998; Reddy and 

Beal, 2008). Algunos investigadores han publicado que las anomalías mitocondriales se 

producen tanto en neuronas como en astrositos y que ambos tipos celulares pueden 

sufrir daños por los radicales libres (Hirai et al., 2001; Manczak et al., 2004; Abramov 

et al., 2004). El daño oxidativo de las mitocondrias, se ha sugerido que ocurre 

tempranamente en la progresión de la EA, antes inclusive que la patología Aβ (Reddy et 

al., 2004; Manczak et al., 2004; 2006; Devi et al., 2006). En un estudio realizado 

“postmortem” con humanos, sanos y enfermos de Alzheimer, observaron un incremento 

del daño oxidativo del DNA mitocondrial en las neuronas piramidales de los enfermos  

(Hirai et al., 2001). 
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Las mitocondrias que se encuentran en las terminaciones sinápticas son sintetizadas en 

el cuerpo neuronal y luego son transportadas a las dendritas y axones para realizar allí 

sus funciones, como la producción de energía (Wong-Riley, 1989). Si la mitocondria 

del soma está dañada y es transportada al terminal sináptico puede contribuir allí al mal 

funcionamiento de la sinapsis. Mungarro-Menchaca et al. (2002) encontraron que el Aβ 

puede potenciar la disfunción mitocondrial. Por otra parte, Gillardon et al. (2007) 

observaron en ratones transgénicos para la EA, que los oligómeros de Aβ producían 

disminución de la energía metabólica en la fracción mitocondrial sinaptosomal. Algunos 

investigadores han sugerido que la disfunción de la mitocondria y la deficiencia del 

metabolismo energético son eventos tempranos y que correlacionan con las afectaciones 

cognitivas en la EA (Eckert et al., 2003; 2008; Hauptmann et al., 2006; Keil et al., 

2006). 

 

1.4. Epidemiología de la EA 

En los años siguientes al descubrimiento de la EA comenzaron a ser descritos una 

cantidad considerable de casos con una media de edad de 50 años y una duración de la 

enfermedad de 7 años. Actualmente la EA constituye la mayor causa de demencia del 

mundo. Se sugiere que el cerca del 13% de los Americanos mayores de 65 años padecen 

esta enfermedad y que esta cifra puede superar el 50% en mayores de 85 años (Kidd, 

2008).  La enfermedad se puede originar por herencia genética familiar o por origen 

desconocido. En la Tabla 1 mostramos la frecuencia de aparición de la EA según las 

causas principales por las cuales se puede producir (Bird, 2008). 

 

Tabla 1. Causas por las que se puede producir la EA (Bird, 2008). 
Cause % of Cases 

Chromosomal (Down syndrome) <1% 
Familial 

 Late-onset familial (AD2)  
 Early-onset familial AD (AD1, AD3, AD4) 

~25% 

 15%-25%  
 <2% 

Unknown (includes genetic/environment interactions) ~75% 
 

1.4.1. Enfermedad familiar 

La forma hereditaria suele despuntar en edades más tempranas, 40-65 años. El 5% de 

los casos hereditarios corresponde a mutaciones en el gen APP y las de los genes PS-1 y 
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PS-2 corresponden al 80% de estos tipos de casos. Es familiar porque estas mutaciones 

se heredan de padres a hijos. En la siguiente tabla mostramos estos genes con su 

localización cromosómica y su incidencia en la EA familiar (Bird, 2008).  

 

Tabla 2. Genes y mutaciones implicados en la EA hereditaria autosómica dominante de inicio 
temprano (Early-Onset Familial Alzheimer Disease: EOFAD) (Bird, 2008) 

Locus Name Proportion of 
EOFAD Gene Symbol Chromosomal 

Locus 
Protein 
Name 

Test 
Availability 

AD3 20%-70% PS-1 14q24.3 Presenilin-1 Clinical 

AD1 10%-15% APP 21q21 
Amyloid beta 

A4 protein 
Clinical 

AD4 Rare PS-2 1q31-q42 Presenilin-2 Clinical 
 

1.4.1.1. Mutaciones en APP  

El gen que codifica para la APP está localizado en la región 21 del brazo largo del 

cromosoma 21. Está constituido por 17 exones de los cuales dos, el 16 y 17, codifican la 

porción de APP que da lugar a la formación del fragmento Aβ. Hay varias mutaciones 

descritas que afectan la expresión de este gen, entre ellas las que afectan al codón 717. 

La primera descrita, dentro de la región transmembrana, cerca del extremo C-terminal 

del dominio Aβ, consiste en la sustitución de la valina por una isoleucina 

(APP717Val→ Ile) (Goate et al., 1991). Otras dos mutaciones que también afectan este 

mismo codón son la sustitución de la valina por una fenilalanina (APP717Val→Phe) 

(Murrell et al., 1991) ó por una glicina (APP717→Gly) (Chartier-Harlin et al., 1991).  

 

1.4.1.2. Mutaciones de PS-1 y PS-2 

Las presinilinas (PS) son proteínas de transmembrana integrales con unos 8 dominios 

transmembranales, unidos por secuencias hidrofílicas cortas (Levis-Lahad et al., 1995; 

Rogaev et al., 1995, Sherrington et al., 1995). Aunque se dice que existe una homología 

del 67% entre la secuencia de aminoácidos de ambas, estas contienen dos regiones no 

homólogas que le confieren la especificidad, PS-1 y PS-2. Estas dos regiones son el 

extremo N-terminal y un gran “loop” hidrofílico situado entre las regiones 

transmembrana 6 y 7 que son divergentes y sobresalen hacia el citoplasma (De Strooper 

et al., 1997). 

El gen  que codifica para la PS-1 se encuentra localizado en la región 24 del brazo largo 

del cromosoma 14 (Sherrington et al., 1995). El que codifica para la PS-2 está 

localizado en la región 31-42 del brazo largo del cromosoma 1 (Levis-Lahad et al., 
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1995; Rogaev et al., 1995). Ambos genes están constituidos por 12 exones, de los que 

de 3 a 12 son codificantes (Levis-Lahad et al., 1996; Rogaev et al., 1997).  

Las PS parecen estar involucradas en la regulación de la proteolisis intramembranosa y 

clivaje de la APP. Se ha sugerido que pudieran ser cofactores de la γ-secretasa, análogos 

a la proteína activadora del procesamiento de esterol (Hua et al., 1996). Ha sido 

sugerido que la actividad enzimática tipo γ-secretasa dependiente de la PS-1 es crítica 

para el procesamiento de la APP. En experimentos realizados con ratones carentes de 

PS-1 se ha demostrado que las presinilinas juegan un papel importante en la generación 

de Aβ ya que se ha observado que las células de estos ratones carecían totalmente de Aβ 

(De Strooper et al., 1998; Naruse et al., 1998). 

Más de 70 mutaciones diferentes han podido ser identificadas en PS1 (Cruts et al., 

1998). La mayoría de estas mutaciones se concentran el las regiones transmembranas 2, 

3 y 6. Ha sido sugerido que el polimorfismo de PS1 puede hacer que su expresión 

clínica sea diferente según la mutación, como acompañarse de convulsiones o 

paraparesia espástica. Las mutaciones de este gen dan lugar a la EA precoz, 

caracterizándose cada mutación por una edad específica de debut de la enfermedad. Por 

ejemplo, los que presentan mutaciones en la región 2 de transmembrana suelen debutar 

sobre los 45 años (Campion et al., 1995; Boteva et al., 1996; Crook et al., 1997; Yasuda 

et al., 1999; Finckh et al., 2000). 

Las más de 6 mutaciones descritas para PS-2 como responsables de la EA hereditaria se 

dice que son poco frecuentes (Cruts et al., 1998). Una baja regulación de la expresión 

del gen PS-2 es un evento precoz en la EA de inicio tardío.  Dos de las mutaciones 

descritas están en la región 2 de transmembrana y suelen causar EA de debut tardío. Las 

demás mutaciones suelen dar lugar a la EA precoz (Levis-Lahad et al., 1995; Rogaev et 

al., 1995; Lao et al., 1998). 

Estas dos proteínas, cuando están mutadas, parecen responsables de las formas más 

precoces de EA y se piensa que esto es debido a la exacerbación de la vía patológica de 

maduración de la APP. Controlar la concentración de PS podría tener repercusiones 

drásticas sobre la fisiología celular, como ha sido sugerido por el hecho de que los 

inhibidores de los proteasomas potencian drásticamente el fenotipo de las presenilinas 

normales y patogénicas relacionadas con el procesamiento de la APP. Los resultados de 

estas mutaciones generalmente conllevan, en cultivos celulares, a una mayor producción 

de Aβ-42, con un aumento de la relación Aβ-42/Aβ-40 (Scheuner et al., 1996; Borchelt 

et al., 1997).  
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La mutaciones de PS-1 y PS-2 se consideran mutaciones puntuales, que consisten en el 

cambio de un aminoácido por otro en la estructura primaria de las mismas. Estas 

mutaciones de las PS son conservadoras desde el punto de vista clínico, probablemente 

porque mutaciones más drásticas interfieren con las funciones fisiológicas vitales de las 

presinilinas haciendo que los individuos portadores no sean viables (Shen et al., 1997; 

Wong et al., 1997).  

 

1.4.2. Enfermedad esporádica 

La gran mayoría de casos de la EA son de origen desconocido y se piensa que varios 

riesgos de tipos ambientales, biológicos, psicosociales o genéticos pueden ayudar a que 

se desarrolle la enfermedad. Esta es la forma conocida como esporádica; es decir que 

los pacientes no tienen antecedentes genéticos que puedan ser totalmente responsables 

de su manifestación (St George-Hyslop, 2000; Poirier, 2000; Holmes, 2002).  Solo una 

pequeña proporción (menos del 10 %) de los casos de la EA son causados por 

mutaciones no hereditarias y probablemente sea la combinación de estas mutaciones 

con la influencia de factores ambientales los que producen la EA.  

 

1.4.3. Factores de riesgo 

Como factores de riesgo nos referimos a los factores más presentes antes de padecer la 

enfermedad y que se han visto relacionados con una mayor frecuencia de aparición de la 

misma. Como se ha comentado, los factores de riesgos pueden ser biológicos (incluidos 

los genéticos), psicosociales, de personalidad, ambientales en general pero uno solo de 

estos, como los genéticos, no son suficientes para causar la enfermedad, sino que 

incrementan grandemente la probabilidad de padecerla con respecto a la población 

normal (Tilley et al., 1998; Poirier, 2000; Buxbaum et al., 2000; Bird, 2008). 

Debido a que en diferentes estudios epidemiológicos se ha visto que existe un marcado 

aumento de la frecuencia de la enfermedad en relación a la edad (Evans et al., 1989; 

Rocca et al., 1990; Hofman et al., 1991), ha sido sugerida esta como el mayor factor de 

riesgo no genético para padecer la EA (Schonberger et al., 2001). Los estudios recientes 

ponen de manifiesto que la frecuencia de la enfermedad se duplica cada 5 años con el 

aumento de la edad. Entre los 70 y 74 años la frecuencia es de un 4.1%  pero esta 

aumenta hasta el 32% en sujetos de 85 y 89 años (Zhang et al., 1990; Rocca et al., 1990; 

Ott et al., 1995).  
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En cuanto al sexo las investigaciones muestran una mayor frecuencia en mujeres que en 

hombres (Molsa et al., 1982; Jorm et al., 1987; Gussekloo et al., 1995) pero en general 

se acepta que hay un mayor porcentaje en las mujeres, muy probablemente por su 

mayor supervivencia. No obstante hay trabajos que lo relacionan con el descenso en el 

nivel de los estrógenos, cuando la mujer llega a la menopausia, lo que podría dañar la 

sustancia blanca cerebral (Martínez Lage et al., 2000). En la siguiente tabla mostramos 

diferentes factores de riesgo no genéticos para padecer la enfermedad, que se recogen en 

la literatura. 

 

Tabla 3. Factores de riesgo considerados como que pueden influir en padecer la EA 
(Elaboración propia a partir de Siest et al., 1995; Bird, 2008; Lahiri and Maloney, 2010). 

Biológicos Psicosociales Personalidad 
 apoE  
 Edad avanzada 
 Historial familiar de demencia 
 Síndrome de Down 
 Alteraciones de los cromosomas 

14 y 21 
 Muchos lazos lunares 
 Trauma craneal 
 Edad alta de la madre 
 Edad baja del padre 
 Sexo femenino 
 Zonas geográficas: Europa, 

Africa y América 
 Raza: Afroamericanos 
 Tóxicos (tabaco, alcohol, 

aluminio, otros) 

 Bajo nivel cultural 
 Comportamientos 

psicosociales inactivos 
 Pocas relaciones sociales
 Inactividad física 
 Trabajos manuales 

 Depresivos 
 Sumisos 
 Introvertidos 
 Pesimistas 

 

Debido  a que el gen de la apolipoproteína E4 (apoE) ha sido establecido como el mayor 

factor de riesgo genético para padecer la EA le dedicamos una sección en este capítulo. 

Se calcula que el riesgo de padecerla aumenta con la presencia de un alelo ε4 y se 

decuplica si los dos alelos presentes son ε4 (Corder et al., 1993; Meyer et al., 1998).  

 

1.4.3.1. Apolipoproteína E (apoE) 

La apoE está constituida por una única cadena polipeptídica de 299 aminoácidos y está 

formada por dos dominios estructurales independientes que corresponden a dos 

funciones diferentes (Weisgraber, 1994). El sitio de interacción con el receptor se 

encuentra ubicado en el extremo N-terminal, donde también podemos encontrar una 

región rica en aminoácidos básicos (Weisgraber et al., 1986; Cardin et al., 1988). Los 

aminoácidos del extremo C-terminal son los responsables de la interacción de apoE con 
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los lípidos y de la asociación con las lipoproteínas de muy baja densidad (Sparrow et al., 

1992). 

Esta proteína presenta 3 isoformas diferentes llamadas E2, E3, E4; siendo E3 la 

isoforma más frecuente en la población general (Rall and Mahley, 1992). La apoE se 

puede sintetizar principalmente en el hígado y en el cerebro, aunque se ha visto que 

también se puede sintetizar en otros tejidos, incluyendo los macrófagos y monocitos 

(Basu et al., 1982). Participa en la distribución del colesterol entre las células de los 

tejidos donde se sintetiza y este colesterol se emplea en diferentes procesos de 

biosíntesis, como la síntesis de membranas o la producción de hormonas esteroideas 

(Mahley, 1988). No obstante, en humanos otras funciones también le han sido 

otorgadas, entre las que podemos citar la de inmunoregulación (Cardin et al., 1988), 

regeneración de los nervios (Handelmann et al., 1992) y la activación de enzimas 

lipolíticas como la lipasa hepática, la lipasa lipoproteica y la lecitín-colesterol 

acetiltransferasa (Thuren et al., 1991; 1992). 

Las tres isoformas de apoE se diferencian por su afinidad por el receptor lipoproteínas 

de baja afinidad. E3 y E4 tienen la misma afinidad, mientras E2 presenta una actividad 

de interacción drásticamente disminuida al 1% en comparación a las otras dos 

isoformas. La presencia de E4 se ha asociado a niveles elevados de colesterol 

(Boerwinkle et al., 1987). 

Las frecuencias alélicas de APOEε2, APOEε3 y APOEε4 se han determinado en la 

población general de muchas regiones del mundo, siendo la más frecuente APOEε3. En 

Europa la distribución de la frecuencias del alelo ε4 presenta un gradiente que suele 

disminuir de sur a norte y en la costa mediterránea española es del 13,0%. En las 

poblaciones asiáticas esta frecuencia es muy baja al contrario de las poblaciones 

africanas donde suele ser más altas (Siest et al., 1995). 

El polimorfismo del locus apoE actúa como factor de riesgo heredable y afecta la 

susceptibilidad genética para la EA esporádica de comienzo tardío (Saunders et al., 

1993; Strittmatter et al., 1993). El alelo APOEε4 está asociado al comienzo temprano de 

la EA (Corder et al., 1993) y el alelo APOEε2 disminuye el riesgo de aparición de la 

enfermedad (Corder et al., 1994). 

Como cada individuo puede heredar dos alelos, el riesgo  y la edad de comienzo variará 

con los diferentes genotipos. Así los portadores de dos APOEε4 presentan el mayor 

riesgo, ya que se ha demostrado que el alelo APOEε4 aumenta el riesgo de manera 

dosis-dependiente (Corder et al., 1993; Meyer et al., 1998) y precipita el comienzo de la 
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enfermedad (Corder et al., 1993). El alelo APOEε4 se ha asociado al debut precoz tanto 

de la EA esporádica (Chartier-Harlin et al., 1994; Van Duijn et al., 1994) como de la 

hereditaria (Houlden et al., 1998). En la tabla 4 se pueden encontrar el riego de padecer 

la EA según estimación de la frecuencia alélicas y genotípicas de la apoE encontradas 

en un estudio realizado en adultos con historial familiar de EA, en ambos sexos 

(Vernarelli et al., 2010). 

 

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotípicas de la apoE encontrada en adultos con historial 
familiar de EA (Tomado de Vernarelli et al., 2010). 
  

    
APOE genotype Sex Ethnicity Lifetime risk (%) 

 
ε2ε3 F 

 
M 

White 
African American 
White 
African American 

19 
36 
13 
33 

ε3ε3 F 
 

M 

White 
African American 
White 
African American 

29 
49 
18 
41 

ε2ε4 F 
 

M 

White 
African American 
White 
African American 

49 
69 
25 
48 

ε3ε4 F 
 

M 

White 
African American 
White 
African American 

52 
73 
29 
56 

ε4ε4 F 
 

M 

White 
African American 
White 
African American 

57 
74 
56 
77 

  

1.5. Diagnóstico 

En la EA la manifestación de los primeros síntomas comienzan mucho después de haber 

comenzado los cambios neuropatológicos (formación de las placas y de los NF) 

(Selkoe, 1997). No obstante, debido a lo complejo de la enfermedad y a que varias 

demencias comparten sintomatología, el diagnóstico confirmatorio de la EA sólo se 

puede realizar mediante el estudio histopatológico “postmortem”. Se necesita demostrar 

la abundancia de placas seniles, la presencia de los ONF y la degeneración neuronal; lo 
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cual solo se puede realizar con una biopsia cerebral o autopsia “postmortem” 

(Cacabelos, 1993). 

A pesar de que no hay actualmente un test diagnóstico definitivo para la EA se puede 

establecer el diagnóstico basado en los criterios clínicos según la historia del paciente, el 

examen físico, las pruebas neuropsicológicas y diferentes estudios de laboratorio. De 

esta manera se va documentando la progresión del paciente y se van excluyendo otras 

causas. Es por tanto un problema el diagnóstico precoz de la enfermedad; no obstante el 

diagnóstico previo a la confirmación mediante autopsia es correcto en el 80-90% de las 

veces (Mayeux et al., 1998). 

El uso del genotipo APOE también ha sido sugerido como una herramienta para el 

diagnóstico diferencial de la EA en pacientes que ya comienzan a tener los primeros 

síntomas de la enfermedad o con signos probables. Varios estudios han demostrado que 

el valor predictivo para los genotipos APOEε3/APOEε4 y APOEε4/APOEε4 se 

aproxima al 99,5% (Kakulas et al., 1996; Welsh-Bohmer et al., 1997). Estos genotipos 

se ha dicho que son responsables del 65% de los casos de la EA de origen tardío, 

aproximadamente (Saunders et al., 1993).  

En un trabajo donde se estudiaron más de 2000 pacientes de 26 centros especializados 

en la EA, se evaluó el diagnóstico clínico y el “postmortem” junto al genotipo APOE y 

se concluyó que se puede lograr un diagnóstico específico si utiliza la combinación 

clínica al genotipo APOE (Mayeux et al., 1998). No obstante, el genotipo de APOE 

aislado, no conduce a un diagnóstico concluyente ya que la ausencia del alelo APOEε4 

no significa que el individuo no pueda a desarrollar la enfermedad. 

 

1.6. Tratamientos 

Desde el descubrimiento de la EA y hasta nuestros días muchos han sido las 

investigaciones realizadas con el objetivo de comprender el proceso de esta enfermedad; 

así como en la búsqueda de un tratamiento efectivo para cortar el curso de la misma. 

Como tratamiento efectivo entendemos aquel que interrumpe la enfermedad en un paso 

obligatorio y temprano, antes de que comience la cascada de eventos progresivos que 

llevan a la neurodegeneración. 

Si bien es cierto que mucho se ha avanzado en la comprensión bioquímica, molecular y 

clínica de la EA, mejorando en un alto grado la calidad de vida de los pacientes, no se 

ha podido encontrar un tratamiento que sea lo suficientemente efectivo para parar el 
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avance progresivo de esta patología. No obstante, podemos considerar cuatro clases 

potenciales de fármacos para el tratamiento de esta patología (Selkoe, 1997; Bird, 2008): 

1- Los inhibidores de proteasas, que disminuyen parcialmente la 

actividad de las enzimas involucradas en la formación de Aβ (β- y γ-

secretasas). 

2- Compuestos que se unen a Aβ extracelular para actuar sobre su 

agregación y prevenir la formación de fibrillas amiloideas citotóxicas. 

3- Drogas con acción anti-inflamatoria específicas para el cerebro que 

bloquean la activación microglial, la liberación de las citoquinas y la 

respuesta de la fase aguda que tiene lugar en las regiones cerebrales 

afectadas. 

4- Compuestos como los antioxidantes, los bloqueadores de los canales 

de calcio neuronales o los antiapoptóticos que interfieren en los 

mecanismos de toxicidad mediada por Aβ. 

En los últimos años ha tomado fuerza el tratamiento de la enfermedad mediante técnicas 

de intervención conductual que pueden afectar beneficiosamente la salud cerebral y 

general del organismo, como el EF y el enriquecimiento ambiental. Este último consiste 

en incrementar la estimulación y proporcionar oportunidades más ricas y variadas de 

interacción con el entorno social y físico. Nosotros en este  estudio hemos utilizado el 

tratamiento de EF y el tratamiento con melatonina, un potente antioxidante, que 

pasamos a considerar en las siguientes secciones de este capítulo. 

 

1.6.1. Ejercicio físico 

Al comenzar esta sección debemos aclarar el concepto de EF pues suele confundirse 

con actividad física. La actividad física se define como cualquier movimiento corporal 

producido por los músculos esqueléticos, que origine consumo de energía. Por su parte 

el EF es una subcategoría de la actividad física que, debido a que es planificada, 

estructurada y repetida, mantiene o mejora las funciones del organismo. 

Algunos investigadores consideran el EF como una intervención conductual para 

mejorar la salud y la plasticidad cerebral (Cotman and Berchtold, 2002). Hay estudios 

recientes que sugieren que el estilo de vida puede afectar en el comienzo y en la 

progresión de la EA y que el EF puede ser una terapia suficiente para inhibir el curso 

normal de la misma (Laurin et al., 2001; Pope et al., 2003; Heyn et al., 2004). No 

obstante, los investigadores difieren del valor preventivo o terapéutico del ejercicio, 
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discutiendo sobre su empleo en etapas tempranas o avanzadas de la enfermedad. En la 

tabla 5 se muestran ciertas recomendaciones de cómo emplear el EF para obtener sus 

efectos beneficiosos. 

 
Tabla 5. Recomendaciones de cómo emplear el ejercicio físico para obtener mejoras clínicas 
(Elsawy and Higgins, 2010). 

Clinical recommendation Evidence 
rating 

To promote and maintain health, older adults should participate in moderate-intensity aeróbic 
activity for at least 30 minutes on five days of the week, or vigorous-intensity aerobic 
activity for at least 20 minutes on three days of the week. 

A 

Moderate- and vigorous-intensity activity can be combined to meet the minimum 
recommendation for aerobic activity. 

B 

To promote and maintain health and physical independence, older adults should perform 
musclestrengthening activities on at least two days of the week. 

B 

Participation in more than the minimum recommended amount of aerobic and muscle-
strengthening activities leads to additional health benefits and higher levels of fitness. 

A 

To reduce the risk of falls and related injuries, community-dwelling older adults with 
substantial risk of falling should perform exercises that maintain or improve balance. 

A 

To maintain the flexibility necessary for regular physical activity and daily life, older adults 
should perform activities that maintain or increase flexibility for at least 10 minutes on at 
least two days of the week. 

B 

Older adults should have a plan for obtaining sufficient physical activity that addresses each 
recommended type of activity. 

C 

The recommendations are based on American College of Sports Medicine/American Heart Association guidelines. 
A = consistent, good-quality patient-oriented evidence; B = inconsistent or limited-quality patient-oriented evidence; 
C = consensus, disease-oriented evidence, usual practice, expert opinion, or case series. For information about the 
SORT evidence rating system, go to http://www.aafp.org/afpsort.xml. 
 

El EF está asociado con el incremento de la necesidad de ATP y el aumento del 

metabolismo anaeróbico o aeróbico, lo cual da como resultado el aumento de ROS. 

Todo parece indicar que este aumento del estrés oxidativo provoca una sobre-regulación 

de las enzimas que intervienen en la eliminación/prevención de los daños oxidativos. Se 

sugiere que los efectos del ejercicio se parecen a las características de la hormesis y que 

sus beneficios pueden ser debido a su capacidad de aumentar los niveles de ROS. Se ha 

sugerido que la vulnerabilidad del cuerpo al estrés oxidativo y las enfermedades está 

considerablemente aumentada en un modo de vida sedentario comparado a uno 

físicamente activo (Mattson et al., 2004; Vaynman et al., 2006; Gómez-Pinilla, 2008; 

Radak et al., 2008a,b).  

El efecto protector del EF para disminuir el estrés oxidativo, como los LPO o las 

proteínas oxidadas, con activación o no de enzimas antioxidantes, ha podido ser 

observado en diferentes modelos animales (Radak et al., 2001a; Ogonovszky et al., 

2005; García et al., 2009a,b; Giménez-Llort et al., 2010).  Además, se ha visto que el EF 

puede actuar activando o aumentando diversos factores neurotróficos que promueven la 
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neurogénesis y/o la protección neuronal. En la figura 4 se muestra una propuesta del 

mecanismo a través del cual el EF puede actuar en mejorar la salud y la plasticidad 

cerebral (Cotman and Berchtold, 2002). Según estos investigadores el efecto 

beneficioso del EF se produce por la activación del factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF, del inglés Brain-derived neurotrofic factor). Sin embargo, se han 

mostrado evidencias de que quien desencadena la cascada de reacciones puede ser el 

factor de crecimiento de insulina 1 (IGF-1 del inlgés insulin-like growth factor 1) (ver 

ref. Llorens-Martín et al., 2008). 

La práctica regular de EF se ha asociado con una disminución de la mortalidad global 

ajustada por la edad y con un aumento de la esperanza de vida en más de dos años sobre 

la media poblacional. Además, ha sido publicado que puede aumentar la vida media de 

roedores en un 9% (Navarro et al., 2004). Por otra parte se ha sugerido que la práctica 

regular de EF disminuye la incidencia de una amplia gama de enfermedades asociadas 

con el estrés oxidativo, como enfermedades del corazón, diabetes tipo II, artritis 

reumatoidea, ciertos tipos de cáncer, Parkinson y EA (Hoffman-Goetz, 1998; Gómez-

Pinilla, 2008; Radak et al., 2008a,b).  

Los diferentes estudios en modelos animales revelan las ventajas del EF sobre la salud y 

la función cerebral, muestran los efectos beneficiosos del inicio temprano de acceso a 

corto o largo plazo a una rueda de actividad, reduciendo el desarrollo de déficit 

cognoscitivos (Adlard et al., 2005; Nichol et al, 2007; Parachikova et al., 2008; 

Pietropaolo et al., 2008b; García et al., 2009a,b). Pero el EF también se ha visto que 

puede actuar sobre las afectaciones conductuales que afectan al enfermo de Alzheimer, 

como la ansiedad, la emotividad y los aspectos motores (Pietropaolo et al., 2008b; 

García et al., 2009a,b; Yuede et al., 2009; Giménez-Llort et al., 2010). Una propuesta de 

cómo el EF puede actuar sobre la ansiedad se muestra en la figura 5. 

Ha sido mostrado que un mal funcionamiento del eje hipotalámico-pituitaria-adrenal 

(HPA) puede traducirse en afectaciones del ritmo circadiano y por consiguiente 

conductuales, emocionales, sociales, cognitivas y de las funciones fisiológicas (Bob et 

al., 2008; Kiessling et al., 2010). El EF ha sido sugerido que podría influir en el buen 

funcionamiento de este eje (Stranahan et al., 2009), por ejemplo aumentando la 

eficiencia de las glándulas adrenales (Campbell et al., 2010; Mazzardo-Martins et al., 

2010). 
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Figura 4. Mecanismo por el cual el EF voluntario puede actuar para mejorar la salud y 
plasticidad sináptica. (a) Podría actuar como una puerta que prepara el hipocampo para 
responder a la estimulación ambiental, al mismo tiempo garantizar la viabilidad de las neuronas 
para resistir el insulto. Estas respuestas, a su vez, se retroalimentan para fortalecer el cerebro de 
una forma uso-dependiente. (b) El EF puede mediar la mejora de la codificación de la 
información y de la resistencia neuronal, involucrando factores neurotróficos como el BDNF. El 
BDNF controla la expresión de múltiples factores en el hipocampo (Cotman and Berchtold, 
2002). 
 

 

              

Figura 5. Propuesta de cómo el ejercicio, mediante la activación de factores de crecimiento, 
puede actuar en la mejora conductual y en la memoria. (A) Propuesta de mecanismo cuando se 
aplica un corto período de EF. (B) Propuesta de mecanismo cuando se aplica un largo período 
de EF (Llorens-Martín et al., 2008). 
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Por otra parte también ha sido descrita la capacidad del EF de actuar sobre proteínas 

pre- y post-sinápticas (Hu et al., 2009), aumentando la neurogénesis y la sinaptogénesis 

(van Praag et al., 1999; Eadie et al., 2005). Y es que, como se ha dicho con anterioridad, 

la pérdida de la función sináptica, lo cual incluye proteínas sinápticas, ha sido sugerido 

como una de las principales afectaciones neurológicas que se producen en la EA 

(DeKosky and Scheff, 1990; Scheff et al., 1990; Terry et al., 1991).  Además, también 

ha sido descrito que el EF puede aumentar la capacidad de expresar LTP “in vitro” e “in 

vivo”, en animales adultos (van Praag et al., 1999; Farmer et al., 2004; Christie et al., 

2005) y la LTP esta involucrada en los procesos relacionados con la memoria. 

Entre las proteínas cerebrales más citadas que pueden ser reguladas por el EF, 

vinculadas a las mejoras de la salud cerebral, se incluyen el BDNF (ver refs. Vaynman 

et al., 2004a,b; 2007; Gomez-Pinilla et al., 2007; Macías et al., 2007; Goekint et al., 

2008; Griesbach et al., 2009), la sinaptofisina la sinaptofisina (Vaynman et al., 2006; 

Hescham et al., 2009; Macías et al., 2009), la sinapsina (Gómez-Pinilla et al., 2001; 

Vaynman et al., 2004b; 2006), la subunidad NR2B del receptor NMDA (Farmer et al., 

2004), el CREB (Vaynman et al., 2003; 2004a) y en menor medida el factor 

neurotrófico de crecimiento de la glía (GDNF del inglés glial-derived neurotrofic factor) 

(Kleim et al., 2003; Tajiri et al., 2010). 

  

1.6.2. Melatonina 

La melatonina (N-acetil-5-metoxitryptamina), un metabolito del triptófano, es una 

indoleamina sintetizada rítmicamente durante las noches, en la glándula pineal 

(Axelrod, 1974; Reiter, 1991). Aunque ha sido mostrado que otros órganos y tejidos 

también producen melatonina, incluidos la retina, el intestino, los ovarios, testículos y 

médula ósea (Tan et al., 1999). Una vez formada en la glándula pineal, la melatonina no 

se almacena sino que es liberada a los capilares y al líquido cerebroespinal y puede 

llegar a todos los tejidos del organismo en un corto período de tiempo (Cardinali and 

Pévet, 1998; Arendt, 2000; Tricoire et al., 2002; Macchi and Bruce, 2004). La cantidad 

de melatonina que llega a los tejidos puede ser diferente. Por ejemplo, los niveles de 

melatonina liberados al líquido cerebroespinal fueron encontrados 5 a 10 veces mayores 

que los de la sangre, medidos simultáneamente (Tricoire et al., 2002). También se ha 

visto que el tejido cerebral puede tener mayores niveles de melatonina que otros tejidos 

corporales (Reiter and Tan, 2002).  



Introducción 

 

 
 

24

Como ya se ha dicho esta indoleamina puede llegar a todos los tejidos, como al tracto 

gastrointestinal (TGI) de los mamíferos, que ha sido demostrado mediante diferentes 

métodos experimentales (Bubenik et al., 1977; 1992; Stebelová et al., 2010). Sin 

embargo, el papel fisiológico de esta indoleamina en el TGI aún no está bien 

comprendido y se ha dicho que puede influir en el tránsito del quimo a través del TGI 

(Bubenik and Dhanvantari, 1989), participar en el control de la motilidad auntónoma 

del intestino (Merle et al., 2000) y que puede estar involucrada en la secreción de 

bicarbonatos en el duodeno (Sjöblom and Flemström, 2004).  

La melatonina puede sufrir modificaciones en determinados órganos y tejidos y se ha 

podido documentar las propiedades antioxidantes de algunos de sus metabolitos como el 

3-hidroximelatonina cíclico, el N1-acetil-N2-formil-5-metoxikynuramina (Allegra et al., 

2003) y el N1-acetil-5-metoxikynuramina con un alto poder antioxidante (Ressmeyer et 

al., 2003). A esta hormona se le han atribuido un número de funciones fisiológicas, 

entre las que se incluyen la de regular los ritmos circadianos, mejorar la respuesta 

inmunitaria y la de ser un potente antioxidante, capaz de inducir las enzimas 

antioxidantes (Tan et al., 1993; Leon et al., 2004; Zhou et al., 2008). Los niveles de 

melatonina de la sangre han sido correlacionados positivamente con el estado 

antioxidante total de esta (Benot et al., 1998; 1999). Muy probablemente la capacidad 

de inducir las enzimas, así como otros efectos genómicos de la melatonina, estén 

relacionados con la presencia de sitios de unión en la membrana nuclear, mostrados por 

Acuña-Castroviejo et al. (1994), que le permitirían cierta actividad en el genoma. 

La melatonina posee dos propiedades principales, su solubilidad (en agua y en lípidos) 

que le permite una fácil distribución en las células, y su habilidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica para entrar en las neuronas y en la glía (Reiter, 1995; 1998).  Estas 

propiedades le permiten interaccionar con receptores específicos de membrana 

(Dubocovich et al., 2000), con receptores nucleares (Wiesenberg et al., 1998) y con 

proteínas intracelulares tales como calmodulina (Antón-Tay et al., 1998), quinona 

reductasa 2 (Mailliet et al., 2004) o con proteínas asociadas a tubulina (Cardinali et al., 

1997). Entre estas propiedades recientemente se han sumado que la melatonina juega un 

papel neuroprotector muy importante contra los péptidos de Aβ (Pappolla et al., 1998; 

Chyan et al., 1999; Olivieri et al., 2001) y en evitar la hiperfosoforilación de tau, tanto 

“in vitro” como “in vivo”, por parte de proteínas kinasas y fosfatas (Liu and Wang 

2002; Li et al., 2004b; 2005; Wang et al., 2004a,b; Deng et al., 2005; Wang et al., 

2005). 
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Existen 3 subtipos diferentes de receptores de membranas para la melatonina, los de alta 

afinidad MT1 y MT2 y el receptor putativo MT3, cada uno con un perfil farmacológico 

y distribución diferente (Reppert et al., 1995; Reppert, 1997; Dubocovich et al., 2000). 

En el sistema nervioso central (SNC) la actividad de la melatonina esta mediada por dos 

receptores que son insensitivos durante el día pero sensibles al atardecer y al oscurecer 

(MT2; causa los cambio de fase) y durante las fases tempranas del período nocturno 

(MT1; disminuye el rango de descarga neuronal) (Dubocovich et al., 2003). El aumento 

de la secreción de melatonina durante la noche está asociada con el incremento en la 

predisposición al sueño vía interacción con el receptor MT1 del SNC (Lavie, 2001).  

Numerosos estudios han mostrado que la producción de melatonina por la glándula 

pineal disminuye durante los procesos de envejecimiento (Reiter, 1992) y que los 

pacientes con demencias tienen una disminución más profunda de esta hormona 

(Mishima et al., 1994; Liu et al., 1999). Esta pérdida,  detectada en fluido 

cerebroespinal, ha sido asociada con la progresión de la neuropatología de la EA (Zhou 

et al., 2003). Además, en los pacientes con la EA ha sido observada una disminución de 

la expresión de los receptores MT2 del hipocampo (Savaskan et al., 2005). La EA es 

una patología neurodegenerativa asociada a la edad con graves trastornos del ritmo 

sueño/vigilia (McCurry et al., 2000) y este trastorno ha sido asociado a una 

irregularidad en la secreción de melatonina (Mishima et al., 1999).  

Es por esto que clínicamente la melatonina ha sido utilizada para inducir el sueño, 

considerándose bien tolerada y segura, con dosis diarias entre los 0.1 a 1000 mg 

(Holliman and Chyka, 1997). En los pacientes con la EA, particularmente, la 

suplementación con melatonina ha sido sugerida para mejorar la ritmicidad circadiana, 

disminuyendo la conducta agitada, la confusión y para producir mejoras en la memoria 

(Brusco et al., 1998; 2000; Cohen-Mansfield et al., 2000; Cardinali et al., 2002a,b). 

También ha sido empleada debido a su capacidad de reducir la formación de Aβ así 

como su agregación y neurotoxicidad (Reiter et al., 2001). Por otra parte se ha sugerido 

su papel en varios procesos conductuales como la percepción del dolor, la ansiedad y la 

depresión (Lakin et al., 1981; Mantovani et al., 2003; Kurtuncu et al., 2004), quizás a 

través de su interacción  con la transmisión GABAérgica (Golombek et al., 1996).  
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2. MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA EA 

 
Un factor limitante para el avance rápido de las investigaciones en esta patología ha sido 

el pequeño número de modelos animales adecuados para la investigación. La utilización 

de los modelos animales ha ido en incremento para entender la etiología y la 

patofisiología de las enfermedades neurodegenerativas y tiene un componente esencial 

en el desarrollo de intervenciones terapéuticas para estas enfermedades.  

Un número de modelos han sido desarrollados para simular algunas semejanzas 

específicas a la EA tales como las relacionadas con Aβ (Price et al., 2000; Janus et al., 

2001a,b), con los ONF (Arendt et al., 1994, 1995), relacionadas a las funciones de las 

PS (Scheuner et al., 1996; Chui et al., 1999) y para estudiar la influencia del estrés 

oxidativo en el desarrollo y progreso de esta enfermedad (Li et al., 2004a; Schuessel et 

al., 2005). Desafortunadamente ninguno de estos modelos puede simular 

completamente la pérdida cognitiva y de la memoria o las anomalías bioquímicas e 

histopatológicas observadas en los pacientes de EA (Van Groen and Kadish, 2005; 

Tayebati, 2006). No obstante el desarrollo de un modelo ideal de la EA es vital para 

poder comprender totalmente la patogénesis de la enfermedad y explorar estrategias de 

prevención y tratamientos para esta devastadora patología neurodegenerativa (Albensi, 

2001). 

Los modelos animales deben ser capaces de desarrollar los síntomas, las lesiones o las 

causas de la enfermedad. Es así que podemos encontrar modelos que nos ayudan a 

entender los síntomas pero no nos dan información para comprender como ocurren  las 

lesiones patológicas. Otros nos dan información de las lesiones y de los síntomas que se 

producen pero no de las causas que las producen. En ocasiones el desarrollo 

satisfactorio de  un tipo de lesión patológica es insuficiente para disparar el desarrollo 

de la otra lesión. Consecuentemente, las manifestaciones concomitantes de las placas y 

de los ONF requieren la introducción de múltiples transgenes en un mismo ratón, el cual 

generalmente tiene que cruzarse para obtener varias líneas transgénicas independientes. 

Otra alternativa para obtener estas manifestaciones es mediante microinyección en el 

cerebro de un ratón simple transgénico de la otra proteína patológica (Götz et al., 2001; 

Lewis et al., 2001). 

Cada investigador tiene en sus manos y es su decisión que modelo puede necesitar para 

realizar sus investigaciones. En este trabajo hemos utilizado el modelo de ratón triple 

tránsgenico (3xTgAD) debido a que consideramos que hoy por hoy es el mejor modelo 
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disponible y que simula más adecuadamente la enfermedad. En las siguientes secciones 

comentamos algunos de los modelos encontrados en la literatura. 

 

2.1. Caenorhabditis elegans  

El Caenorhabditis elegans es un gusano nemátodo, mide aproximadamente 1 mm de 

longitud, y vive en ambientes templados. Ha sido un importante modelo de estudio para 

la biología, muy especialmente para la genética del desarrollo, a partir de los años 70. 

Este gusano se ha sido utilizado para modelar aspectos de diferentes enfermedades 

neurodegenerativas como el Parkinson (Lakso et al., 2003; Ved et al., 2005; Kuwahara 

et al., 2006), la enfermedad de Huntington (Faber et al., 2002), Esclerosis Lateral 

Amiotrófica (Oeda et al., 2001) y la EA (Link, 1995, Link et al, 2001, 2003). El 

descubrimiento de genes y proteínas específicas asociados a la enfermedad y el 

desarrollo de técnicas adecuadas para la creación de animales transgénicos ha hecho  

posible la  creación de una gran variedad de este tipo de modelo. C. elegans se ha 

utilizado para incluir el gen que codifica para Aβ y estudiar la cascada que se produce 

tras la formación de las placas (Link et al, 2001), observándose un incremento en los 

niveles de proteínas carbonílicas que son biomarcadores del estrés oxidativo (Yatin et 

al., 1999). 

Una de las principales ventajas de este modelo radica en su corto ciclo de vida que hace 

posible que se puedan construir los transgénicos y realizar los experimentos  

rápidamente. Como modelo de esta enfermedad  puede ser un buen soporte para estudiar 

la toxicidad de Aβ, la inducción de estrés oxidativo (Moreira et al., 2005) y la 

disrupción de la membrana (Demuro et al., 2005). Evidentemente este modelo  no se 

puede utilizar para estudiar diferentes procesos de la enfermedad como puede ser la 

activación glial o la pérdida cognitiva. 

 

2.2. Drosophila melanogaster 

La mosca Drosophila melanogaster es una especie utilizada frecuentemente en 

experimentación genética, dado que posee un reducido número de cromosomas (4 

pares) y un breve ciclo de vida (15-21 días). Aproximadamente el 61% de los genes de 

enfermedades humanas que se conocen tienen una contrapartida identificable en su 

genoma, el 50% de las secuencias proteínicas de la mosca tienen análogos en los 

mamíferos. Se reproducen rápidamente así que se pueden estudiar  varias generaciones 

en un corto período de tiempo. 
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Se han creado modelos transgénicos de Drosophila que expresan la proteína humana tau 

para poder estudiar así las taupatías, enfermedades dentro de las cuales se encuentra la 

EA; no obstante podemos decir que la proteína tau homóloga de Drosophila exhibe un 

66 % de similitud a la tau humana y muestra un número de importantes semejanzas tales 

como los dominios de unión a los microtúbulos, los cuales son necesarios para 

estabilización del citoesqueleto (Heidary and Fortín, 2001).  

La mayor cantidad de estudios han estado encaminados a identificar las kinasas que 

juegan un papel en la fosforilación de tau (Mershin et al., 2004; Mudher et al., 2004; 

Nishimura et al., 2004; Plattner et al., 2006) y la función de tau en el citoesqueleto 

sináptico y en el transporte axonal (Ubhi et al., 2007).  

Por otra parte también se han creado transgénicos de Drosophila melanogaster que 

expresan la proteína APP humana para estudiar el transporte y la acumulación axonal de 

marcadores sinápticos (Rusu et al., 2007).  

 

2.3. La rata como modelo para la EA 

Uno de los primeros modelos animales que se creó para estudiar la enfermedad fue 

mediante la inyección directa del péptido Aβ en el cerebro de ratas. En estos animales 

microinyectados se puede observar la formación de depósitos de Aβ, que exhiben las 

características morfológicas y bioquímicas típicas de las observadas en humanos (ver 

ref. Soto,  1999). En nuestro laboratorio se ha utilizado este modelo, inyectando 

intracerebroventricularmente durante 4 semanas Aβ (40-42), agentes pro-oxidantes 

(butionina sulfoximina (BSO), sulfato de hierro (FeSO4)) y la combinación de ellos 

(García-Matas et al., 2010). El tratamiento de combinación mostró un mayor deterioro 

cognitivo, medido mediante el laberinto acuático de Morris (MWM, del inglés Morris 

Water Maze). 

Otro modelo se crea mediante la suministración de aluminio durante una etapa de la 

vida del animal. El aluminio se ha descrito como una neurotoxina y ha sido asociado 

durante décadas a la EA esporádica (Xu et al., 1992; Andrási et al., 2005; Walton, 

2006). Este metal es capaz de producir daños oxidativos en regiones vulnerables a los 

cambios de la EA en humanos e induce la formación de tau hiperfosforilada. Se ha 

descrito que este modelo  exhibe un deterioro progresivo de la memoria y desarrolla la 

EA en edades avanzadas (Walton, 2007).  

En varios estudios se han utilizado vectores virales adeno asociados, agentes de 

transferencia de genes que resultan estables, expresando el transgen determinado en las 
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neuronas por largo tiempo (During et al., 2003, Tenenbaum et al., 2004, Wang et al., 

2003). Estos adenovirus se han utilizado para llevar  la diana de expresión de péptidos 

de Aβ a los hipocampos de ratas adultas y estudiar el papel de ellos en la patogénesis y 

en el déficit cognitivo en la EA (Lawlor et al., 2007). 

Un modelo recientemente creado y utilizado, ha sido mediante la inyección de D-

galactosa por vía intraperitoneal durante un largo período de tiempo en ratas 

ovariectomizadas. Este modelo se basa en la teoría de que la deprivación de estrógenos 

y el estrés oxidativo actúan sinérgicamente para el desarrollo y progresión de la EA. 

Estas ratas exhiben un alto grado de pérdidas cognitivas y de la memoria, presentan 

pérdida de neuronas colinérgicas en el córtex frontal y degeneración sináptica en 

hipocampos y corteza cerebral. En sus hipocampos se pueden observar las alteraciones 

histopatológicas típicas de la EA, incluyendo deposiciones intracelulares de Aβ, ONF y 

cuerpos nucleares gránulo-vasculares (Hua et al., 2007).   

 

2.4. El conejo como modelo para la EA 

Un prometedor y poco estudiado modelo es el conejo alimentado con una dieta rica en 

colesterol. Este conejo desarrolla un número de índices patológicos de la EA (Sparks et 

al., 1994) que se aceleran cuando unas pequeñas trazas de cobre se adicionan a su agua 

de beber (Sparks, 2004). Deposiciones de tau, así como de Aβ, se han visto en el 1% de 

los cerebros de estos conejos ya a los 7 meses de edad (Ghribi et al., 2006). La 

secuencia de aminoácidos de Aβ que forman las placas amiloides son idénticas en 

conejos, en humanos y en algunos otros mamíferos pero no ocurre así con los roedores 

(Johnstone et al., 1991). A nivel molecular este modelo tiene al menos una docena de 

semejanzas a la patología observada en la EA incluyendo altas concentraciones de Aβ, 

acumulación neuronal de Aβ reactiva, placas de Aβ extracelular, elevado colesterol 

cerebral, apoE inmunoreactiva, brechas en las barreras sanguíneas del cerebro, 

microgliosis y pérdida neuronal (Sparks et al., 1994; 2000; Sparks, 1996; 2004). La 

utilización del conejo como modelo, en general, ha mostrado su validez para estudios 

desde niveles moleculares hasta cognitivos y ha sido de utilidad como test preclínico de 

eficacia de drogas para la  EA (Woodruff-Pak et al., 2007). 

 

2.5. Modelos caninos 

El modelo canino ha sido considerado como un modelo apropiado para el estudio de 

enfermedades neurodegenerativas y de envejecimiento cerebral (Speakman et al., 2003; 
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Speakman, 2005; Sutter et al., 2007; Pugliese et al., 2009) y ha sido utilizado 

frecuentemente para el desarrollo preclínico de una gran variedad de drogas (ver refs. 

Hu et al., 2008; Cuyckens et al., 2008). Específicamente como modelo de la EA ha sido 

empleado para probar estrategias de tratamientos que van desde agonistas colinérgicos a 

cofactores enzimáticos mitocondriales (Araujo et al., 2005; Siwak et al., 2000; 2005; 

Landsberg, 2005; Milgram et al., 2002; Head, 2007). El interés en este modelo ha 

estado basado principalmente en el hecho de que el perro puede desarrollar 

naturalmente una disfunción cognitiva relativa a la edad que reproduce varios aspectos 

de la EA (Cummings et al., 1996a,b; Head et al., 2002; Head, 2007; Siwak-Tapp et al., 

2008; Opii et al., 2008). 

Los daños cognitivos mostrados en el perro se han correlacionado con extensos 

depósitos de Aβ en el córtex cerebral (Cummings et al., 1996a; Head et al., 1998; 2000). 

Algunos estudios histológicos en este modelo han mostrado que las áreas más afectadas 

son en el córtex prefrontal, incluyendo el giro proreus y el hipocampo (Yoshino et al, 

1996;  Hou et al., 1997; Head et al., 2000). Por otra parte, en este modelo también se ha 

mostrado que se puede producir la hiperfosforilación de tau. Sin embargo, las placas 

seniles y los ONF no han sido consistentemente demostrados (Wisniewski et al 1996; 

Wegiel et al., 1998; Papaioannou et al 2001; Pugliese et al., 2006). 

Algunos autores han sugerido que este puede ser un modelo seguro para estudiar 

algunos puntos moleculares relacionados con la formación de Aβ, debido a que la APP 

y parte de la maquinaria enzimática para su procesamiento presentan una gran 

homología con la presente en humanos (Johnstone et al., 1991). Este modelo ha sido 

utilizado además en ensayos inmunoterapéuticos contra Aβ fibrilar y en investigaciones 

donde se combinan los antioxidantes con el enriquecimiento conductual (incluyendo 

componentes sociales, físicos y cognitivos) (Head et al., 2006; Head , 2007). 

 

2.6. Modelos primates 

Debido a la gran similitud genética entre los primates y los humanos se ha pensado que 

podrían ser el modelo más apropiado para estudiar los cambios neuropatológicos que se 

producen en la EA pero estos modelos han sido poco utilizados. En cualquier caso 

tienen la ventaja de que son modelos naturales y la gran desventaja de su larga vida en 

comparación con ratas y ratones. En la literatura encontramos varios trabajos donde han 

utilizado los primates como modelos para el estudio de la EA (Gearing et al.,1995; 

Podura et al., 1994; Lemere et al., 2004; Fainman et al., 2007). Tanto las placas seniles 
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como los ONF han sido observados en diferentes especies de avanzada edad, 

chimpancés, orangutanes y macacos (Selkoe et al., 1987; Cork et al., 1990; Gearing et 

al., 1995). En orangutanes de 46 años se han descrito amiloide vascular y la formación 

de placas (Selkoe et al., 1987) y en un chimpancé de 56 años se ha encontrado amiloide 

vascular (Gearing et al, 1995). Cambios similares se han observado en los monos ardilla 

(Walker et al., 1987; 1990) y en los macacos (Podura et al., 1994). 

 

  2.7. Modelos de ratones transgénicos  

Los ratones están entre los animales más utilizados como modelos de experimentación 

en los estudios científicos. En los últimos años se ha ido variando la selección de 

ratones de laboratorio, hasta el punto que se ha incrementado el uso de las modalidades 

transgénicas en un gran número de campos de investigación. Los ratones transgénicos 

son ratones a los que se ha modificado su genoma para conseguir una determinada 

característica de la que carecen los ratones “normales” (a los que no se ha modificado su 

información genética). Entre las características más pretendidas por los investigadores 

está la eliminación de un gen. Un ratón que carece de un gen determinado en todas sus 

células, y por tanto de la proteína codificada por ese gen, es lo que se llama un ratón 

“knock out” para ese gen. Los animales transgénicos también se pueden crear por la 

introducción de uno o varios genes y es lo que se conoce como “knock in”.  

 

2.7.1. Transgénicos con mutación APP, PS-1 y/o PS-2 

Copias minigénicas de APP y PS1-2 humanas, implicados en la EA familiar han sido 

utilizados para crear modelos de EA con ratones transgénicos (Duff et al., 1996). Los 

modelos transgénicos con mutación en APP generan la deposición del péptido Aβ, 

similar pero no idéntica al de la placa senil humana.  Es común en estos modelos la 

observación de angiopatía amiloide. Además del depósito del péptido Aβ, se observan 

distrofia del axón y alteración de las dendritas. Estos modelos han sido utilizados muy 

frecuentemente para comprender la acción de las placas seniles en la enfermedad (Park 

et al., 2006), para estudiar la acción de la microglía en la eliminación de las placas Aβ 

(Simard et al., 2006), para estudiar las interacciones proteicas  como la de Aβ con la 

enzima Aβ Alcohol deshidrogenasa (ABAD) (Yao et al, 2007). Los modelos 

transgénicos doble mutante APP+PS1, muestran un desarrollo progresivo y rápido de 

placas compactas a los 3 meses de edad y alcanzan la meseta a los 12 meses (Holcomb 

et al., 1998). 
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Los ratones transgénicos  de APP han suscitado interrogantes en relación al mecanismo 

de pérdida neuronal, la acumulación de Aβ en el cuerpo neuronal, inflamación, gliosis y 

alteraciones dendríticas. Se han utilizado para determinar la implicación del estrés 

oxidativo en la EA (Schuessel et al., 2005; Esposito et al., 2006). Aunque generalmente 

en los modelos transgénicos es difícil trazar conexión entre síntomas, lesiones e 

incremento en oligómeros Aβ (Duyckaerts et al., 2007).  Solo se encuentran ONF en 

líneas de ratones que sobre-expresan tau mutada. Asimismo, se han testado un gran 

número de moduladores Aβ o tau (Hutton et al., 2001; Duyckaerts et al., 2007). 

 

2.7.2. Transgénicos con taupatías 

Las tauopatías son un grupo de enfermedades degenerativas caracterizadas 

histopatológicamente por la presencia de inclusiones filamentosas en neuronas 

(patología neurofibrilar) y ocasionalmente en la glía, compuestas por formas 

hiperfosforiladas de la proteína tau, ONF.  Este grupo de desórdenes se incluye la EA 

donde podemos encontrar los ONF. El descubrimiento de  la mutación del gen tau en la 

demencia frontotemporal con parkinsonismo unido al cromosoma 17 facilitó el 

desarrollo de las taupatías en ratones transgénicos (Götz et al., 2001; Higuchi et al., 

2002; Lewis et al., 2000). 

Ha habido un significativo progreso en el desarrollo de modelos de este grupo de 

enfermedades. En particular los ratones que expresan tau con la mutación P301L han 

demostrado que es posible generar modelos animales robustos para patologías 

neurofibrilares (Terwel et al., 2005). Estos ratones deberían permitir la formación de 

neurofilamentos para ser estudiados “in vivo” junto con la neurodegeneración asociada.  

Sin embargo, estos modelos transgénicos solo representan una primera generación de 

ratones que recapitulan las tauopatías humanas.  Se espera que futuros modelos 

expresen múltiples isoformas mutantes de tau. Un modelo inducible permitiría estudios 

acerca de la reversibilidad de los ONF, así como si los mismos impactan sobre el 

progreso neurodegenerativo. Modelos en los que la mutación de tau humana es 

introducida en el gen tau murino permiten el estudio de la patología tau sin sobre-

expresar transgenes o promotores heterólogos (ver refs. Götz et al., 2007). 

 

2.7.3. Modelo de 5 mutaciones 

Para realizar este modelo, Oakley et al., se basaron en 5 mutaciones que se producen en 

APP y las presinilinas (PS-1 y PS-2) para aumentar la producción de Aβ-42. Este 
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modelo es conocido como 5xFAD, que representan las 5 mutaciones que se producen en 

la EA familiar (FAD del inglés familial Alzheimer’s disease). En este modelo hay una 

rápida producción de Aβ-42 que lleva a la formación de las placas seniles similares a las 

encontradas en los pacientes con la EA (Oakley et al., 2006). Los depósitos de Aβ 

comienzan a los 2 meses de edad y llegan a ser una gran cantidad, especialmente en el 

súbiculo y en las capas corticales profundas.  La Aβ-42 intraneuronal se acumula desde 

1.5 meses de edad, antes de la formación de la placa, y aparecen en el soma neuronal y 

las dendritas. 

En este modelo se produce la disfunción sináptica con el avance de la edad, 

observándose una marcada disminución de la sinaptofisina, sintaxina y la PDS95 y la 

pérdida de neuronas corticales piramidales (Oakley et al., 2006).  Además, también ha 

sido observada la pérdida de memoria (Oakley et al., 2006; Ohno et al., 2007).  Por otra 

parte se ha publicado que pueden presentar afectaciones conductuales y deficiencias 

motoras (Jawhar et al., 2010). 

Este puede ser un modelo útil para estudiar los procesos relacionados con la formación 

de la placa senil, la pérdida sináptica y el declive cognitivo. Tiene la ventaja de que se 

produce una gran cantidad de depósitos de Aβ en un corto período de tiempo, lo cual 

agiliza el tiempo dedicado a las investigaciones relacionadas con esta molécula. No 

obstante, en este modelo no se producen los ONF característicos de la EA en humanos. 

 

2.7.4. Modelo triple-transgénico  

En el año 2003 se describe el primer modelo triple-transgénico en el que se desarrollan 

tanto placas como ONF en regiones cerebrales apropiadas. Para la creación de este 

modelo en lugar de cruzar tres líneas independientes se introdujeron directamente dos 

transgenes adicionales (APP y TAU) dentro de la línea germinal de un ratón 

genéticamente modificado (PS-1) (Figura 6).  

Este ratón expresa depósitos extracelulares Aβ previos a la formación de ONF, 

coherente con la “hipótesis de la cascada amiloide”. Presenta pérdida progresiva de la 

plasticidad sináptica, incluyendo LTP, que comienza antes del depósito extracelular de 

Aβ y de la aparición de los ONF, asociándose a inmuno-reactividad por Aβ, lo cual 

sugiere que la disfunción sináptica es un defecto proximal en la patobiología de la EA 

(Oddo et al., 2003a,b). Por tanto, se considera que este tipo particular de ratón 

transgénico es útil para estudiar el impacto de Aβ y tau sobre la plasticidad sináptica. 

Por otra parte, este modelo presenta déficits conductuales y cognitivos que se 
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incrementan con el avance de la edad, de forma similar a lo que ocurre en humanos con 

la EA (Giménez-Llort et al., 2007).  

 

Figura 6. Creación del modelo tripletransgénico utilizado en nuestro trabajo (Oddo et al., 
2003a). 
 

Desde la creación de este ratón triple-transgénico se han realizado una variedad de 

trabajos investigativos con este modelo para la mejor comprensión de la EA. En el 2004 

se ve que la acumulación de Aβ dispara la actividad de corte de la caspasa sobre tau y 

que es un evento temprano, que ocurre antes de la hiperfosforilación (Rissman et al., 

2004) y que la salida de tau patológica es mediado por el protosoma y dependiente del 

estado de fosforilación (Oddo et al., 2004). En el 2005 se realiza un estudio que 

demuestra que la administración crónica de nicotina exacerba la taupatía en este modelo 

(Oddo et al., 2005), se estudia la actividad del calcio en la EA (Smith et al., 2005a), la 

relación de Aβ, tau y la disfunción sináptica (LaFerla and Oddo, 2005), la relación de 

Aβ y el déficit congnitivo (Billings et al., 2005), se realizan estudios de activación glial 

(Janelsins et al., 2005), se publica un experimento en el que inyectan el tercer ventrículo 

con un anticuerpo anti-Aβ, con lo que demuestran que la inmunoterapia Aβ 

intraventricular disminuye la presencia Aβ en hipocampo y retarda la disfunción 

cognitiva (Billings et al., 2005).  
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En este sentido, los autores proponen que la presencia intraneuronal de Aβ puede ser 

considerada un marcador biológico potencial de inicio de EA, ya que la acumulación 

intraneuronal Aβ es un evento temprano y sintomático (Billings et al., 2005). En un 

artículo publicado en 2006 estudian la eficacia terapéutica de AF267B, agonista 

muscarínico M1, demostrando un franco mejoramiento cognitivo, lo que se corrobora al 

administrar el antagonista M1 diciclomina, que exacerba las patologías Aβ y tau 

(Caccamo et al., 2006).  

En otras líneas de investigación se enfatiza la reproducción de las enfermedades 

neurodegenerativas, tipo EA, mediante el uso de vías bioquímicas en ratones triple-

transgénicos (Kitazawa et al., 2005). Algunos autores, por su parte, se valen de ratones 

triple-transgénicos incluso para estudiar el componente inflamatorio en áreas específicas 

del SNC, a los efectos de determinar si existen diferencias interregionales y, por 

consiguiente, marcadores inflamatorios de EA (Janelsins et al., 2005). En un trabajo 

publicado en el 2005 se utilizan cultivos primarios de neuronas de estos ratones 

3xTgAD para estudiar la liberación de calcio inducido por la cafeína (Smith et al. 

2005b). 

En el otro extremo del espectro, existen autores que exclusivamente focalizan los 

efectos del ambiente sobre el desarrollo de EA, disminución de las deficiencias 

cognitivas relacionadas a la edad mediante la administración de dietas hipocalóricas y 

ayuno intermitente (Kumar et al., 2007), atenuación de la patología Aβ y la taupatía 

mediante el manejo de los ácidos docosahexaenoico y docosapentaenoico dietarios 

(Green et al., 2007), decremento de patologías Aβ-56 y tau con  mejoramiento de la 

declinación comportamental a través del aprendizaje (Billings et al., 2007). 

En conclusión, los modelos murinos triple-transgénicos para el estudio de EA han 

resultado ser útiles para estudiar el desarrollo de la enfermedad y su recuperación 

histológica y cognitiva, tanto en sus aspectos neurobioquímicos, neuropatológicos, 

neurofarmacológicos y ambientales. Los estudios realizados con este modelo superan en 

proporción los realizados con otros tipos de modelos. De cualquier forma siempre 

existirá controversia acerca de hasta que punto los modelos animales son 

representativos de la patología en el humano.  

Hemos mencionado una variedad de modelos animales que han sido utilizados para el 

estudio de la EA y que se han creado empleando diferentes especies de animales. En 

este trabajo utilizamos el modelo 3xTg-AD (Oddo et al., 2003a), que se ha expuesto a 

diferentes terapias de EF en diferentes etapas de la vida del animal y hemos combinado 
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esta terapia con melatonina, considerada un potente antioxidante. Y es que en términos 

de la traducción de la investigación experimental al tratamiento, que en el caso de este 

trabajo implica el EF en los pacientes de la EA, es crítico evaluar la intervención del EF 

en puntos de tiempo que se dirijan no sólo al comienzo de la disminución cognitiva, 

sino también a la prevención de la misma. Con este trabajo proyectamos realizar una 

contribución en este punto, que creemos fundamental. 
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Objetivos 

1. Objetivo General: 

 

 Determinar el valor preventivo y/o terapéutico del ejercicio físico voluntario en

 la enfermedad de Alzheimer, mediante su aplicación en el modelo de ratón 

 tripletransgénico 3xTg-AD. 

 

2. Objetivos Específicos: 

 

1- Caracterizar las afectaciones conductuales y cognitivas que se producen en el 

ratón 3xTg-AD desde etapas tempranas del desarrollo del animal y con el avance 

de la enfermedad. 

 

2- Determinar el efecto del ejercicio físico sobre las afectaciones conductuales y 

cognitivas que se producen en el ratón 3xTg-AD desde etapas tempranas del 

desarrollo del animal y con el avance de la enfermedad. 

 

3- Determinar el estado de estrés oxidativo cerebral del ratón 3xTg-AD y el efecto 

del ejercicio físico voluntario sobre éste. 

 

4- Determinar el valor terapéutico de la melatonina así como su combinación con el 

ejercicio físico en etapas avanzadas de la enfermedad en el ratón macho 3xTg-

AD. 

 

5- Determinar variaciones de proteínas neuronales relacionadas con los 

mecanismos cognitivos en la enfermedad de Alzheimer y con el ejercicio físico 

en el ratón 3xTg-AD. 

 

6- Determinar el efecto del ejercicio físico sobre las afectaciones conductuales y 

cognitivas que se producen por el déficit de las hormonas femeninas en el ratón 

hembra 3xTg-AD. 
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1. ANIMALES 

 

Se utilizaron ratones machos y hembras 3xTg-AD, homocigóticos, que albergan los 

transgenes PS1/M146V, APPSwe y tauP301L, creados por ingeniería genética en la 

Universidad de California en Irvine, y no transgénicos (NTg) con el mismo fondo 

genético híbrido 129/C57BL6 (Oddo et al., 2003a). Estos animales procedían de la 

colonia establecida en la Unidad de Psicología Médica de la Universidad Autónoma de 

Barcelona (Giménez-Llort et al., 2007). Los animales se estabularon en jaulas 

convencionales (Macrolon, 35 x 35 x 25 cm), en la Unidad de Experimentación Animal 

de la Facultad de Psicología de la Universidad de Barcelona (UB), en grupos de 3 a 5, 

del mismo sexo y genotipo, en condiciones de temperatura y humedad estándar, con un 

ciclo luz/oscuridad de 12 horas (comenzado a las 8:00 de la mañana) y con libre acceso 

a agua y comida. Los genotipos fueron confirmados con la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) mediante análisis de DNA extraído de biopsias de la cola. Todos los 

procedimientos fueron aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal 

(CEEA, UB). 

 

2. GENOTIPAGE POR PCR 

 

La confirmación del genotipo de los ratones 3xTg-AD y NTg se realizó utilizando un 

kit comercial (REDxtract-N-Amp Tissue PCR Kit, SIGMA). Para ello, cuando los 

animales cumplieron entre 10-15 días, se les realizó una biopsia de la cola (0.5-1 mm 

aproximadamente), limpiando cuidadosamente con alcohol, trabajando con material 

estéril y colocando el tejido de cada animal en un eppendorf estéril en hielo. El tejido se 

guardó a -20 ºC hasta su utilización para extraer el DNA, que se utilizó para realizar la 

PCR. 

 

Reactivos que vienen con el kit: 

- Solución de extracción. 

- Solución de preparación del tejido. 

- Solución de Neutralización. 

- Mezcla de reacción PCR (buffer, sales, dNTPs, Taq polimerasa, colorante rojo). 
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Reactivos que no vienen con el kit: 

- Agua Milli-Q estéril. 

- Tampón TBE 0.5x esteril (0.045 M Tris-borato, 0.001 M EDTA en agua Milli-

Q). 

- Oligos: 

Para PS1: 5´-cacacgcaactctgacatgcacaggc-3´ 

     5´-aggcaggaagatcacgtgttcaagtac-3´ 

Para APP: 5´-gaggtattcagtcatgtgct-3´ 

     5´-gcttgcaccagttctggatgg-3´ 

 

Debido a que APP y tau están integrados en el mismo locus genético si el ratón es 

positivo para APP también lo será para tau y es por este motivo que en la PCR solo 

utilizamos los oligos de PS1 y APP. 

 

2.1. Extracción de DNA 

Se añaden a cada biopsia 75 μL de solución de extracción y 25 μL de la solución de 

preparación del tejido. Se agita mediante vórtex, vigilando que el tejido quede 

sumergido dentro de la solución. Se incuba 10 min a temperatura ambiente (TA) y 

seguidamente 3 min a 95 ºC. Se añaden 100 μL de solución de neutralización y se agita 

mediante vórtex. Se centrifuga hasta alcanzar 13000 rpm a 4 ºC y se toma el 

sobrenadante. El tejido que queda podrá ser utilizado para realizar otras extracciones 

por lo que se guarda a -20 ºC. Todo el proceso de extracción se realiza con material 

estéril. 

 

2.2. Técnica de PCR 

 En un tubo de PCR estéril se añaden: 

- 2.8 μL de agua Milli-Q estéril. 

- 4 μL de muestra (DNA extraído). 

- 0.8 μL de cada oligo 10 μM (0.4 μM de cada uno en la reacción). 

- 10 μL de la mezcla de reacción. 

Los tubos de PCR se colocan en el termociclador con el siguiente programa: 

a) Temperatura 95 ºC 5 min (desnaturalización inicial). 

b) Temperatura 94 ºC 30 seg (desnaturalización). 
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c) Temperatura 53 ºC 30 seg (hibridación). 

d) Temperatura 72 ºC 60 seg (extensión). 

e) 30 ciclos de b) a c). 

f) Temperatura 72 ºC 3 min (extensión final). 

g) Temperatura 4 ºC hasta sacar los tubos. 

 

2.3. Electroforesis y revelado 

Mientras se realiza el programa se prepara un gel de agarosa para biología molecular al 

1 % en TBE 0.5x y con bromuro de etidio 0.5 mg/mL. Una vez terminada la PCR se 

cargan las muestras en el gel, se corren a 100 V aproximadamente una hora y se 

visualizan las bandas mediante luz ultravioleta. Se consideró un genotipo 

tripletransgénico cuando se visualizaron 2 bandas (550 y 300 pares de bases) y un no-

transgénico cuando solo se obtuvo una banda (550 pares de bases, debido a la PS1 

endógena). Se tomaron fotos de todas las PCR realizadas. 

 

3. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 

 

  3.1. Experimento 1 

Ratones machos y hembras de 4 meses de edad, NTg y 3xTg-AD, que se expusieron a 1 

mes de EF voluntario desde los 3 meses de edad con sus controles sedentarios (NTg 

EXE, Tg EXE, NTg SED y Tg SED). 

 

 3.2. Experimento 2 

Ratones machos y hembras de 7 meses de edad, NTg y 3xTg-AD, que se expusieron a 1 

mes de EF voluntario desde los 6 meses de edad (NTg EXE-1M y Tg EXE-1M), con 

sus controles sedentarios (NTg SED y Tg SED). 

 

 3.3. Experimento 3 

Ratones machos y hembras de 7 meses de edad, NTg y 3xTg-AD, que se expusieron a 6 

meses de EF voluntario desde 1 mes de edad (NTg EXE-6M y Tg EXE-6M), con sus 

controles sedentarios (NTg SED y Tg SED) 
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 3.4. Experimento 4 

Ratones machos Tg de 12 meses de edad que se sometieron a 6 meses de ejercicio 

voluntario (Tg EXE), o a un tratamiento con melatonina (Tg Mel), o a la combinación 

de los dos tratamientos (Tg EXE-Mel) desde los 6 meses de edad con los controles sin 

tratamiento (NTg y Tg). 

 

3.5. Experimento 5 

Ratones hembras, NTg y 3xTg-AD, de 15 meses de edad que se expusieron a 3 meses 

de ejercicio voluntario con sus controles sedentarios desde los 12 meses de edad (NTg 

EXE, Tg EXE, NTg SED y Tg SED).  

 

3.6. Experimento 6 

A los 4 meses de edad un grupo de hembras NTg y 3xTg-AD fueron ovariectomizadas y 

otro grupo se expuso a la operación simulada. A los 6 meses de edad, por un período de 

3 meses, la mitad de cada grupo se expusieron a ejercicio voluntario (NTg S+EXE, NTg 

Ov+EXE, Tg S+EXE, Tg Ov+EXE) y la otra mitad se utilizó como control sin ejercicio 

(NTg S+SED, NTg Ov+SED, Tg S+SED, Tg Ov+SED). 

 

 

 
 

    Edad meses:              3                   6                   9                    12                 15   

Exp 1 

Exp 2 

Exp 3 

 Exp 4 

 Exp 5 

Tiempo de ejercicio 

Tratamiento melatonina 

Tiempo de reposo 

 Exp 6 
 

Figura 7. Esquema representativo de los protocolos experimentales con los tratamientos 
aplicados. 
 

 

 

 

43



Materiales y Métodos 
 

4. TRATAMIENTOS  

 

4.1. Ejercicio físico voluntario en rueda de actividad 

Se evaluó el efecto del EF voluntario en etapas tempranas y en etapas más avanzadas de 

la EA en ratones 3xTgAD. El ejercicio voluntario consistió en colocar los animales, de 

forma permanente, en una jaula con libre acceso a una rueda de actividad. Los animales 

que no recibieron ejercicio se estabularon en iguales condiciones pero sin la rueda. 

 

4.2. Melatonina 

El tratamiento con melatonina consistió en administrarles el medicamento en el agua de 

bebida a razón de 10 mg/kg/día. Para la combinación del tratamiento de ejercicio y 

melatonina lo que se hizo fue colocar los animales en la jaula con libre acceso a la rueda 

y suministrarles la melatonina en el agua de beber. 

 

4.3. Ovariectomía 

 

4.3.1. Anestesia 

El procedimiento de extirpación ovárica suele durar unos 30 min y para lograr una 

adecuada sedación nos fue suficiente con aplicar la combinación Ketamina/Xilacina 50-

150/5-10 en dosis mg/Kg. Se aplicó por vía intraperitoneal, estando el ratón en posición 

decúbito con la cabeza ligeramente hacia abajo. 

 

4.3.2. Cirugía 

Cuando el animal comenzó a estar sedado se procedió a cortar el pelo de toda la zona 

sacro-lumbar. Una vez estuvo completamente anestesiado se limpió la zona pelada con 

etanol al 70 % y luego con Betadine (povidona iodada). Se realizaron dos pequeñas 

incisiones paralelas a la columna vertebral, al terminar la zona de las costillas, para 

buscar los ovarios de cada lado. Una vez localizados los ovarios se procedió a ligar los 

oviductos y los vasos sanguíneos junto a los ovarios. Seguidamente los ovarios fueron 

extirpados y se suturó cada incisión con un punto interior y otro exterior (Sutura PGA 

reabsorción 40 días, Suturas Aragó S.A.). 

El procedimiento se realizó con material quirúrgico estéril. En el post-operatorio los 

ratones fueron colocados sobre una manta térmica hasta su recuperación. Los ratones 

hembras que se utilizaron como control de la ovariectomía se expusieron a todo el 
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procedimiento, sus ovarios fueron expuestos al medio y luego reintroducidos 

cuidadosamente de que no fueran lastimados. Todos los animales quedaron en reposo 

hasta dos meses después del proceso quirúrgico donde comenzaron el tratamiento de EF 

voluntario (ver paso 4.1). 

 

5. PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO 

 

Los ensayos de comportamiento se realizaron en el laboratorio animal de la Facultad de 

Psicología de la Universidad de Barcelona (campus Mundet, UB). 

En cada una de la pruebas realizadas, siempre que el procedimiento lo permitió, entre 

cada sujeto evaluado se limpiaron cuidadosamente las señales olfatorias de 

territorialidad (orina y defecación) con agua jabonosa, seguido de alcohol al 0.05 %, con 

la intención de no interferir en el comportamiento de los animales. 

 

5.1. Reflejos visuales  

Los reflejos visuales y la extensión de las patas posteriores de los animales se midieron 

3 veces para cada uno. Para ello los ratones se tomaron por la cola, se elevaron hasta 

una altura aproximada de 30 cm y se bajaron lentamente sobre una superficie de color 

negro. Se miró que el animal estirara sus patas traseras y sus patas delanteras, al 

acercarse a la plataforma, de manera que no se golpeara la nariz con la superficie 

(Giménez-Llort et al., 2010). 

 

5.2. Coordinación motora y equilibrio  

Consistió en colocar el animal 2 veces consecutivas, durante 20 seg cada una, en el 

centro de una varilla de madera de 1.3 cm2 y de un metro de longitud. Seguidamente y 

con el objetivo de incrementar la dificultad se realizó el mismo tipo de ensayo con una 

varilla de metal de 1 cm de diámetro. En ambos ensayos se tuvieron en cuenta la 

distancia caminada y el tiempo de permanencia sobre la varilla.  

Finalmente se realizó una tercera prueba donde el ratón se colocó en el centro de una 

cuerda de metal de 2 mm de diámetro y una longitud de 40 cm. Este ensayo se realizó 2 

veces seguidas con un tiempo máximo de 5 seg cada vez, y una tercera con un tiempo 

de 60 seg. En este ensayo además de medir la distancia caminada y el tiempo de 

permanencia en la cuerda, se tuvieron en cuenta también los recursos empleados en el 

ejercicio (patas delanteras o traseras y la cola).  
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Todos los aparatos fueron suspendidos a una altura de 80 cm sobre una mesa 

completamente acolchada (Giménez-Llort et al., 2010). 

 

5.3. Neofobia 

La neofobia a una nueva jaula fue medida introduciendo el ratón, durante 30 seg, en una 

jaula convencional, limpia (Macrolon, 35 x 35 x 25) con aserrín. En esta prueba el ratón 

se colocó en el centro de la jaula y se contaron las veces que visitó las esquinas, la 

latencia de la primera incorporación vertical y el número de incorporaciones (Giménez-

Llort et al., 2010).  

 

5.4. Campo abierto 

Prueba diseñada y estandarizada para evaluar emocionalidad y deambulación en 

roedores (Essman, 1967; Sherif and Oreland, 1995). Cada animal se colocó en el punto 

central del campo abierto (diseñado de madera, blanco, con superficies antireflejantes, 

55 x 55 x 25 cm), dividido en cuadrantes de 5 x 5 cm (Giménez-Llort et al., 2010). Se 

midieron las latencias de movimiento, de deambulación, de incorporación, de llegada a 

la periferia y del proceso de higiene del animal. También se midió la deambulación 

total, la cantidad incorporaciones, el tiempo y número de higienes y la emotividad, 

basada en las defecaciones y la orina. El ensayo se realizó durante 300 seg y quedó 

guardado a través de un sistema de filmación digitalizado.  

 

5.5. Caja oscura/iluminada 

Es un modelo murino utilizado con frecuencia para medir la ansiedad y está basado en 

la aversión innata de los roedores a las áreas intensamente iluminadas, así como en el 

comportamiento exploratorio espontáneo en respuesta a factores estresantes de grado 

leve (Crawley, 1981). En este ensayo el ratón puede explorar dos compartimentos que 

presentan diferentes características de tamaño (2/1) y de color, uno negro (27 x 18 x 27 

cm) y otro blanco (27 x 27 x 27 cm) iluminado con una bombilla de luz blanca de 20 W 

y que están interconectados por una apertura de 7 x 7 cm (Panlab, S.L., Barcelona, 

España).  Los animales se colocaron en el área en penumbra y fueron grabados durante 

300 seg. Se midió la latencia de entrada a la zona iluminada, así como el número de 

entradas y el tiempo de permanencia en esta zona. Además contamos la cantidad de 

defecaciones y orina en cada zona (Giménez-Llort et al., 2010). 
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5.6. Tabla de agujeros 

Este ensayo se utilizó para estudiar el comportamiento exploratorio de los animales 

frente a un ambiente novedoso en un tiempo total de 300 segundos. El aparato consiste 

en una caja de madera, blanca (40 x 40 x 30 cm), cuya base tiene 4 agujeros 

equidistantes de 2 cm de diámetro. El ratón se colocó en el centro de la superficie y 

medimos la latencia de movimiento y de exploración del primero y de los cuatro 

agujeros. Se consideró una exploración cada ocasión que el ratón introdujo la cabeza en 

un agujero, pasando de la zona de los ojos. Se tuvo en cuenta además, por cada minuto, 

el número de veces que el animal exploró y el tiempo que demoró en la exploración. Se 

contaron las defecaciones y la orina (Giménez-Llort et al., 2010). 

 

5.7. Aprendizaje espacial en laberinto acuático de Morris (MWM) 

El MWM (de Morris Water Maze) es una de las pruebas más ampliamente utilizada 

para medir aprendizaje y memoria dependientes de hipocampo en roedores. Para esta 

prueba se utilizó una piscina de 100 cm de diámetro, de color blanco y a la que se le 

añadió pintura blanca no tóxica para que el agua quedara completamente opaca. La 

temperatura del agua se mantuvo controlada y estable a 26 ± 1 oC. Se introdujo una 

plataforma blanca de 10 cm de diámetro a 0.5 cm por debajo del nivel del agua y a 20 

cm de la pared. En cada uno de los cuatro puntos cardinales de la piscina se colocó un 

objeto diferente, los que el ratón debió utilizar para recordar la posición de la plataforma 

en el agua. Los objetos estaban dispuestos en ángulo de 90º entre ellos y junto a la 

plataforma se rotaron en las posiciones 90º, 180º, 270º y 360º (Figura 8), en cada 

ensayo, para asegurarnos de que el animal los utiliza para guiarse hacia la plataforma. 

Cada día se tuvo en cuenta que el animal no comenzara con la plataforma en el mismo 

sitio donde había terminado el día anterior para no influir positivamente en el resultado 

del ensayo. 

 

5.7.1. Fase de aprendizaje de guía 

Esta fase se realizó solo el primer día y constó de 5 ensayos de escape. En ellos se dejó 

nadar libremente el animal hasta localizar la plataforma (señalizada con una banderola). 

El tiempo máximo de nado fue de 60 seg. Cuando el animal encontró la plataforma 

antes de los 60 seg se le dejó permanecer en ella un tiempo de 10 seg para que pudiera 

orientarse. Si el ratón no se mantuvo en la plataforma durante este tiempo no se 

consideró como acertado el ensayo y se le dejó nadar hasta completar los 60 seg. 
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Cuando el animal completó su tiempo máximo de nado y no encontró la plataforma fue 

cuidadosamente colocado encima de la misma dejándolo 10 seg para su orientación. La 

finalidad de esta fase fue conseguir la habituación de los animales a la piscina y a la 

presencia de la plataforma y de los objetos de orientación. 

 

5.7.2. Fase de adquisición o aprendizaje espacial  

Esta fase tuvo una duración 6 días, con 5 ensayos cada día. Se realizó con las mismas 

condiciones que en la fase de aprendizaje de guía, pero sin la banderola que indicaba la 

presencia de la plataforma. Para encontrar la plataforma el animal solo debió orientarse 

por los objetos colocados en los puntos cardinales. 

 

5.7.3. Prueba de retención del aprendizaje  

El 7mo día se realizó un primer ensayo de recordatorio igual a los de la fase de 

aprendizaje. Seguidamente se realizó el ensayo de prueba de 60 seg de duración. Este 

ensayo se realizó extrayendo la plataforma de la piscina, se hizo nadar el animal y se 

midió el tiempo que empleó en buscar la plataforma en el cuadrante donde debería 

hallarse esta. También se midió el tiempo que nadó en cada uno de los demás 

cuadrantes. 

 

6. DETERMINACIÓN DEL ESTADO DE ESTRÉS OXIDATIVO CEREBRAL  

 

Una vez terminado el análisis conductual se dejaron reposar los animales durante 48 h y 

procedimos a sacrificarlos mediante decapitación. Los cerebros se extrajeron separando 

los dos hemisferios y diseccionando corteza e hipocampo. Cada una de las muestras se 

pesó rápidamente, se mantuvieron en nieve carbónica durante la manipulación y fueron 

guardadas a -80 oC. Se utilizó un hipocampo para la determinación de la expresión de 

proteínas mediante western blot y una corteza para realizar las siguientes 

determinaciones: 

- Glutatión peroxidasa (GPx). 

- Glutatión reductasa (GR). 

- Superóxido dismutasa -CuZn y -Mn (SOD-CuZn y SOD-Mn). 

- Lípidos oxidados (LPO). 

- Glutatión reducido, oxidado y su relación (GSH, GSSG y GSH/GSSG) 
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Figura 8. Diseño de los ensayos. La plataforma puede ser situada en 4 puntos diferentes y a cada 
localización de la misma le pueden corresponder dos posiciones de partidas diferentes del ratón 
en la piscina. 
 

 

6.1. Homogenización 

Para la determinación de la actividad de las enzimas y de los niveles de LPO se tomó la 

mitad de una corteza y se procedió a homogenizar en tampón fosfato potásico (KH2PO4 

50 mM  + EDTA 1 mM  pH 7.4) a razón de 100 mg/mL. De este homogenado se 

tomaron 100 μL para determinar LPO y 10 μL para determinar la concentración de 

proteínas totales. El resto se centrifugó a 12 000 rpm, durante 30 min a 4 ºC. Se tomó 

este sobrenadante para la determinación de la actividad de la GPx, GRd y las SOD 

(Giménez-Llort et al., 2010). 

La otra parte de esta corteza se homogenizó en tampón SSA al 3.3 % (50 mL de ácido 

5-sulfosalicílico al 10 % + 100 mL de HCl 10 mM) a razón de 200 mg/mL. Se realizó 

una centrifugación a 12 000 rpm, durante 30 min a 4 ºC y se tomó el sobrenadante para 

la determinación del GSH y GSSG (Giménez-Llort et al., 2010). 

 

 

Situación de la plataforma 

B 

D C

D A

C B

B C 

A D 

D A

C B

B C

A D

C D

B A 

A B 

D C 

Objetos: 
A: Tubo metálico 
B: Dado blanco, centro negro 
C: Pelota de colores 
D: Fre

Posición de partida 
gona amarilla
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6.2. Determinación de la concentración de proteínas 

Se realizó siguiendo el método de Bradford descrito en 1976. Este método se basa en el 

cambio del máximo de absorción (desde 465 nm a 595 nm) del reactivo de Bradford 

(Coomassie Brilliant Blue G-250), cuando interacciona con los enlaces peptídicos. 

Para realizar la determinación se realiza una curva patrón con diferentes 

concentraciones de una solución de BSA (Albúmina de suero bovino), desde 1 hasta 20 

μg/mL, en agua Milli-Q. Las muestras se preparan añadiendo 5 μL del extracto proteico 

a 795 μL de agua Milli-Q. Se añaden 200 μL del reactivo de Bradford (Biorad Protein 

Assay, Biorad), se agita mediante vórtex y se incuba 15 min a TA. Seguidamente se 

transfieren 200 μL de cada una de las concentraciones de la curva patrón y de las 

muestras a una placa de 96 pozos para medir la absorbancia a 595 nm. La concentración 

de proteínas se calcula interpolando el valor de la absorbancia de cada muestra en la 

recta que se obtiene de la curva patrón preparada con diferentes concentraciones de 

BSA. 

 

6.3. Determinación de la actividad de la GPx 

Esta determinación enzimática se basa en la oxidación del glutatión por parte de la GPx 

en presencia del peróxido de hidrógeno. Se adiciona GR y NADPH para facilitar la 

formación del GSH y que no se inhiba la reacción por exceso de GSSG. 

 

Soluciones que se utilizaron en esta técnica: 

- Tampón A: 0.1 M KH2PO4, pH 7.0 en agua Milli-Q. 

- Tampón B: 0.1 M KH2PO4 + 1 mM EDTA + 2 mM NaN3, pH 7.0 en agua Milli-

Q. 

- 0.1 % NaHCO3 en agua Milli-Q.  

- 1.5 mM H2O2 en agua Milli-Q. 

- 2.4 U/mL de GR en tampón A. 

- 10 mM GSH en agua Milli-Q. 

- 1.5 mM NADPH en NaHCO3 0.1 %. 

 

Se procede a realizar una curva patrón a partir de una solución de GPx con 

concentración conocida desde 0.1 hasta 3 U/mLen tampón A. En cada pozo de una 

placa de 96 se adicionan 100 μL de tampón B. Luego, por duplicado, se colocan 20 μL 
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de cada muestra a analizar o de las diferentes concentraciones de la curva patrón o del 

tampón A, para utilizarlo como control. Se adicionan además 20 μL de la solución de 

GR a 2.4 U/mL y 20 μL de GSH. Se agita con pipeta multicanal y se incuba la placa a 

37 ºC 5 min en el espectrofotómetro. Al mismo tiempo se calienta el H2O2 a 37 ºC. 

Luego de la incubación se adicionan 20 μL del peróxido y 20 μL del NADPH por pozo. 

Rápidamente se lee la cinética del NADPH + H2O2 a 340 nm cada 15 seg durante 3 min. 

La concentración de la GPx se calcula interpolando el valor de la absorbancia de cada 

muestra en la recta que se obtiene de la curva patrón preparada con diferentes 

concentraciones de GPx. 

 

6.4. Determinación de la actividad de la GR 

Esta determinación se basa en el cambio de coloración que se produce por la reducción 

del GSSG por parte de la GR en presencia del NADPH a 340 nm.  

 

Soluciones que se utilizaron en esta técnica: 

- Tampón fosfato potásico (KH2PO4 150 mM  + EDTA 2 mM  pH 7.5) en agua 

Milli-Q (TFP). 

- 0.1 % NaHCO3 en agua Milli-Q.  

- 10 mM GSSG en agua Milli-Q. 

- 2 mM NADPH en NaHCO3 0.1 %.  

 

Se prepara una curva patrón a partir de una solución de GR con concentración conocida 

desde 5 hasta 100 mU/mL en TFP. En una placa de 96 pozos se añaden 140 μL del TFP 

por pozo, 20 μL de muestra o de la curva patrón, por duplicado, y 20 μL de NADPH. Se 

incuba la placa a 37 ºC durante 5 min en el espectrofotómetro y al mismo tiempo se 

calienta el GSSG también a 37 ºC. Luego de la incubación se adicionan 20 μL del 

GSSG por pozo y se lee la cinética de formación del GSH a 340 nm cada 15 seg durante 

3 min. La concentración de la GR se calcula interpolando el valor de la absorbancia de 

cada muestra en la recta que se obtiene de la curva patrón. 

 

6.5. Determinación de la actividad de las SOD 

Para la determinación de la actividad de las SOD se utilizó el kit Ransod (Randox 

Laboratories Ltd, Crumlin, UK) basado en el sistema Xantina/Xantina oxidasa. Este kit 

fue adaptado para su lectura en placas. Primeramente se procedió a determinar la SOD-
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total y luego la actividad de la SOD-Mn, por inhibición de la actividad de la SOD-CuZn 

mediante la adición de  KCN 500 µM. Por último, mediante la diferencia de la actividad 

de la SOD-total y de la SOD-Mn se obtuvo la actividad de la SOD-CuZn. 

 

6.5.1. Determinación de la actividad de la SOD-total 

Reactivos que vienen con el kit: 

- Sustrato mixto (Xantina 0.05 mmol/L + I.N.T. 0.025 mmol/L). 

- Tampón (Ácido 3-(ciclohexilamino)-1-propano sulfónico (CAPS) 40 mmol/L, 

pH 10.2 + EDTA 0.94 mmol/L). 

- Xantina Oxidasa (XO) (80 U/L). 

- Patrón (según valor específico por cada lote). 

 

Se prepara la curva patrón desde 5 hasta 0.2 U/mL. Se toma una placa de 96 pozos y se 

colocan 7 µL, por duplicado, de las diferentes concentraciones del patrón o de las 

muestras o del blanco (solución tampón). Se adicionan 238 µL del sustrato mixto. Se 

incuba la placa y la XO a 37ºC en agitación (600 rpm) y una vez atemperadas se añaden 

35 µL por pozo de la XO. A los 30 seg se realiza una primera lectura a 505 nm y una 

segunda a los 3 min, con igual longitud de onda. Seguidamente calculamos el 

incremento de la absorbancia por min para cada muestra (incluidos patrón y blanco). 

Luego se determina el % de inhibición y se representa en una recta el de cada patrón 

frente al log10 de la concentración del patrón en U/mL. La concentración de la SOD-

total de cada muestra se calcula interpolando el valor del % de inhibición de cada una en 

la recta que se obtiene de la curva patrón. 

 

6.5.2. Determinación de la actividad de la SOD-Mn 

Se realiza el mismo procedimiento que para la determinación de la SOD-total pero en el 

paso previo a añadir la XO se añaden, solo a cada pozo de las muestras, 10 µL de KCN 

500 µM para inhibir la SOD-CuZn. Los cálculos se realizan de la misma manera que 

para la SOD-total. 

 

6.6. Determinación de los niveles de lípidos oxidados 

La oxidación lipídica fue medida utilizando el kit de determinación de LPO de 

Calbiochem (EMD Biosciences Inc., Darmstadt, Germany). Este kit se basa en que los 

hidroperóxidos son altamente inestables y reaccionan rápidamente con iones ferrosos 

52



Materiales y Métodos 
 

para producir iones férricos. La formación de estos iones se detecta a 500 nm, por un 

cambio de coloración, utilizando iones tiocianatos como cromógenos.  

 

Reactivos que vienen con el kit: 

- Extracto R (sólido cristalino). 

- Cromógeno FTS1 (4.5 mM sulfato ferroso en 0.2 M HCL) y FTS2 (3 % 

tiocianato de amonio en metanol). 

- Patrón (50 μM 13-HpODE en etanol). 

Reactivos que no vienen con el kit: 

- Metanol puro y desoxigenado (30 min mediante burbujeo con nitrógeno). 

- Cloroformo desoxigenado (30 min mediante burbujeo con nitrógeno). 

- Agua grado Milli-Q. 

 

6.6.1. Extracción de los LPO de la muestra 

Se prepara una solución saturada de extracto R en metanol (100 mg en 15 mL 

aproximadamente) y se agita mediante vórtex durante 2 min. Esta solución se deberá 

utilizar durante las próximas dos horas de preparada. Los 100 μL de muestra obtenidos 

de la homogenización de la corteza (explicado en el paso 6.1) se diluyen 1:3 en agua 

Milli-Q. A este homogenado se le añade un volumen equivalente del extracto R. Se 

agita mediante vórtex y se añade 1 mL de cloroformo desoxigenado. Se vuelve a agitar 

y se centrifuga a 1500 x g 5 min a 0 oC. Se toma la capa inferior, donde se encuentran 

los LPO en el cloroformo desoxigenado.  

 

6.6.2. Medición de los LPO 

Se mezclan 2 volúmenes de cloroformo desoxigenado con uno de metanol 

desoxigenado. Se prepara la curva patrón desde 0.5 a 5 nmol diluida en la mezcla 2:1 de 

cloroformo-metanol. Se añaden, por duplicado, 950 µL de cada una de las 

concentraciones de la curva patrón y 350 µL de las muestras en eppendorf de 2 mL o en 

tubos de cristal bien limpios y secos que se puedan cerrar herméticamente.  

Seguidamente se adicionan 600 µL de la mezcla 2:1 cloroformo-metanol a cada tubo de 

las muestras. Se prepara el cromógeno mezclando volúmenes iguales de FTS1 y FTS2, 

se agita bien y se adicionan 50 µL a cada uno de los tubos de la curva patrón y de las 

muestras. Se agita mediante vórtex y se incuba a TA durante 5 min. Medimos la 
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absorbancia de cada tubo en cubeta de cuarzo o de cristal a 500 nm. Se utiliza la mezcla 

2:1 de cloroformo-metanol como blanco del ensayo. 

 

6.6.3. Cálculos de los resultados 

Se calculan los promedios de las absorbancias y se sustrae el blanco, de todos los 

patrones y de las muestras. Se traza  la recta con las absorbancias corregidas de la curva 

patrón y se hallan los nmol de cada una de las muestras, interpolando los valores de sus 

absorbancias corregidas con el blanco. Finalmente se calcula la concentración de LPO 

considerando que: 

 

Concentración de LPO (µM) = (nmol / VE) x (1 mL / VS) 

 

donde,  

VE: Volumen del extracto utilizado para el ensayo 

VS: Volumen de la muestra que se utilizó para realizar la extracción 

 

6.7. Determinación del Glutatión total 

Este método se basa en que el GSH es oxidado mediante el ácido 5,5-ditiobis(2-

nitrobenzoico) (DNTB) con la formación estequiométrica del ácido 5-tio-2-

nitrobenzoico (TNB). El rango de formación de este compuesto es proporcional al GSH 

total (la suma de GSH + GSSG) ya que el GSSG presente en la muestra es reducido por 

la adición de GR y NADPH. 

 

Soluciones que se utilizan en esta técnica: 

- Tampón fosfato sódico (TFS) (100 mM  NaH2PO4 +  1mM EDTA, pH 7.5 en 

agua Milli-Q). 

- NADPH 1mM (en TFS). 

- DNTB 1mM (en TFS). 

- Ácido sulfosalicílico (SSA) 3.3% (en HCl 10 mM). 

- Trietanolamina (TEA) 50 % en agua Milli-Q. 

- GSH 0.6 mM (en SSA 3.3 %). 

- 20 U de GR. 
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Se prepara una curva patrón con GSH desde 5 hasta 100 µM en SSA 3.3 %. Se separan 

100 µL de cada concentración de la curva y de SSA 3.3 % para utilizarlo como blanco. 

Del homogenado de las muestras (ver paso 6.1) tomamos 20 µL y hacemos una dilución 

1:5 en SSA 3.3 %. Se adicionan 9 µL de TEA a cada tubo del patrón y de las muestras 

para neutralizar. Seguidamente medimos pH que debe estar entre 6-7 para que las 

muestras y el patrón estén óptimos. Se prepara una mezcla con 2.8 mL de DNTB, 3.75 

mL de NADPH, 5.844 mL de tampón fosfato sódico y 20 U de GR. En una placa de 96 

pozos se añaden, por duplicado, 50 µL de los patrones, del blanco o de las muestras. Se 

incuba la placa en el espectrofotómetro a 30 ºC y se añaden 100 µL de la mezcla, lo más 

rápido posible. Leemos la cinética de formación del TNB a 405 nm cada 15 seg durante 

5 min, en agitación a 600 rpm. Los nmol totales de GSH en 50 µL se calculan 

interpolando el valor de la absorbancia de cada muestra en la recta que se obtiene de la 

curva patrón preparada con diferentes concentraciones de GSH. 

 

6.8. Determinación del GSSG 

Esta determinación se basa en la misma reacción que para determinar el GSH total pero 

en este caso el GSH que hay en la muestra se neutraliza haciéndolo reaccionar con 2-

vinilpiridina (VP). Se emplean las mismas soluciones que para la determinación de 

GSH total pero utilizamos GSSG 0.6 mM (en SSA 3.3 %) para preparar la curva patrón. 

Una vez que tenemos separados 100 µL de cada una de las concentraciones de la curva 

patrón, del blanco y de las muestras, añadimos 2 µL de VP a cada tubo, agitamos 

mediante vórtex y dejamos reposar 3 min. Se neutraliza con 9 µL de TEA y medimos 

pH que, para que la muestra esté en condiciones óptimas, debe estar entre 6-7. Se 

colocan 50 µL, por duplicado, de cada patrón, blanco o de las muestras en una placa de 

96 pozos. Se incuba a 30 ºC en el espectrofotómetro y se mide la cinética de formación 

del TNB a 405 nm cada 15 seg durante 5 min, en agitación a 600 rpm. Los cálculos se 

realizan igual que para el GSH total. 

 

6.9. Determinación del GSH 

Para la determinación del GSH se procedió a restar 2 veces el valor de GSSG del GSH 

total, debido a que en la determinación del GSH total por cada molécula de GSSG se 

produjeron 2 de GSH. Se determinó también la razón del GSH y el GSSG como índice 

del estado del estrés oxidativo cerebral. 
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7. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 

 

Con el western blot, en primer lugar, las proteínas son separadas por su peso molecular, 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren del 

gel a una membrana que puede ser de celulosa o de PVDF (de Polyvinylidene fluoride), 

mediante la aplicación de un campo eléctrico perpendicular. Seguidamente las 

membranas son incubadas con anticuerpos específicos para las proteínas que se quieren 

detectar (anticuerpo primario). Luego las membranas son lavadas para eliminar el 

exceso de anticuerpo primario e incubadas con un anticuerpo específico al anticuerpo 

primario (anticuerpo secundario). Este anticuerpo secundario lleva unido una enzima 

peroxidasa  que se revela mediante una reacción de quimioluminiscencia. La intensidad 

de la señal de cada reacción se cuantifica por densitometría. 

 

7.1. Extracción de proteínas totales 

Los hipocampos fueron sonicados (3 veces por 5 seg en frío) en tampón RIPA (de 

ristocein-induced platelet agglutination buffer) a razón de 10 mg/ 150 µL. El tampón 

RIPA se preparó con 0.1 % de duodecil sulfato sódico (SDS), 0.5 % de deoxicolato 

sódico, 1 % de Igepal AC-630 disuelto en 10 mM de PBS y se le añadió el cóctel de 

inhibidores de proteasas (Complete; Boehringer Mannheim) y el inhibidor de fosfatasas 

ortovanadato de sodio (NaVa) a 1 mM. 

Una vez realizada la sonicación se realizó una centrifugación a 12 500 g durante 20 min 

a 4 ºC y se tomó el sobrenadante. Con una pequeña alícuota se realizó la determinación 

de la concentración de proteínas mediante el método de Bradford, ya explicado, y el 

resto se utilizó para la determinación de la expresión de proteínas específicas por el 

método de western blot. 

 

7.2. Western blot 
Soluciones que se utilizaron en esta técnica: 

- Solución 1: 0.75 M Tris-base, pH 8.8 con HCl, 0.2 % SDS. 

- Solución 2: Acrilamida 30 % /Bis solución, 37, 5:1 (BioRad). 

- Solución 3: 0.25 Tris base, ajustar a pH 6.8, 0.2 % SDS en agua Milli-Q. 

- Persulfato amónico 13 % (PSA). 

- TEMED: TEMED (Sigma). 
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- Tampón  de electroforesis: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina en agua destilada, 

0.1 % SDS. 

- Tampón de transferencia: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina, 20 % v/v metanol 

en agua destilada. 

- Tampón de carga: 0.5 M NaPi (pH 7) = 0.5 M Na2HPO4 + 0.5 NaH2PO4, 20 % 

glicerol, 4 % SDS, 10 % DTT (2,4-ditiotrietol), 0.05 % de azul de bromofenol 

en agua destilada. 

- Tampón T-TBS: 0.02 M Tris HCl, ajustar a pH 7.5, 0.150 M NaCl, 0.05 % 

Tween 20 en agua destilada. 

 

7.2.1. Preparación de las muestras 

Una vez conocida la concentración de proteínas de las muestras se calcula el volumen 

necesario para cargar 30 μg de proteínas. Se igualan los volúmenes de todas las 

muestras a la de mayor cantidad, adicionando agua Milli-Q. Añadimos tampón de carga 

y se hierven las muestras en un termobloc a 100 ºC durante 5 min. 

 

7.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Para estos experimentos se utilizó el sistema de mini-geles Mini-Protean 3 de BioRad. 

Los cristales, previamente desengrasados con etanol al 70 %, se montan en su soporte. 

Se prepara la solución del gel de acrilamida en función de la concentración deseada. Los 

reactivos necesarios para el gel de separación de poliacrilamida (para 2 geles) así como 

su proporción se muestran en la tabla 6. 

Justo después de añadir el TEMED y el PSA la mezcla se introduce entre los dos 

vidrios, dejando 1.5-2 cm libres en la parte superior. Se deja polimerizar durante unos 

20 minutos. Añadimos una capa de agua Milli-Q para que la parte superior del gel 

quede recta. Una vez el gel polimeriza esta capa de agua se retiraa y se seca 

cuidadosamente con papel de filtro. Se añade el gel separador (stacking) y rápidamente 

se colocan los peines que formarán los pocillos. 

Una vez que el gel ha polimerizado se coloca en la cubeta de electroforesis que se llena 

del tampón de electroforesis. Seguidamente las muestras se cargan en el gel utilizando 

una jeringa Hamilton. En cada gel se carga un pocillo con el marcador de peso 

molecular (Precision Plus Protein Standards, BioRad) que nos puede servir para 

orientarnos con la posición de las muestras. 
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7.2.3. Transferencia 

Cuando termina la electroforesis se transfieren las proteínas del gel hacia una membrana 

de PVDF (Immobilon, Millipore), cortada previamente a la medida del gel. 

Primeramente humedecemos la membrana con metanol durante 60 seg para activarla y 

luego se equilibra dejándola 60 seg más en tampón de transferencia. Se procede a 

preparar un “sandwich” con los soportes de transferencia, poniendo desde afuera hacia 

adentro las esponjas, luego el papel Whatman y en el centro la membrana directamente 

en contacto con el gel. Esto se introduce en una cubeta con tampón de transferencia y un 

contenedor con hielo. La transferencia se hace en frío, durante 90 min a 100 vatios, 

generalmente. El tiempo o los vatios varían según se deseen detectar proteínas de mayor 

o menor peso molecular (Tabla 7). 

 

Tabla 6. Reactivos necesarios para el gel de separación de poliacrilamida  así como su 
proporción (entre paréntesis la cantidad para 2 geles). 

 6% 8% 10% 12% 15% stacking 

Solución 1 4ml  (6) 4ml  (6) 4ml  (6) 4ml  (6) 4ml (6) - 

Solución 2 

(acrilamida 30%) 

1’6ml  

(2’4ml) 

2’16ml 

(3’24ml) 

2’68ml 

 (4’02ml) 

3’2ml  

(4’8 ml) 

4ml 

(6 ml) 

0’225ml  

(0’45 ml) 

Solución 3 - - - - - 0’975 ml  

(1’95 ml) 

Agua Milli-Q 2’4 ml  

(3’6ml) 

1’84 ml  

(2’76ml) 

1’32 ml  

(1’98ml) 

0’8ml  

(1’2ml) 

- 0’775 ml  

(1’55) 

TEMED 10ul (20) 10ul (20) 10ul (20) 10ul (20) 10ul (20) 5ul (10) 

PSA 40ul (60) 40ul (60) 40ul (60) 40ul (60) 40ul (60) 20ul (40) 

Volumen Total 8ml (12) 8ml (12) 8ml (12) 8ml (12) 8ml (12) 2ml (4) 

 

7.2.4. Detección Inmunológica 

Activamos la membrana transferida con metanol durante 1 min y lavamos con T-TBS 2 

x 10 min. Para bloquear las uniones inespecíficas incubamos durante 1 h a TA con 

solución de bloqueo (15 mL de T-TBS con 0.75 g de leche en polvo). Después se lava la 

membrana 2 x 10 min con T-TBS para eliminar restos de leche. 

Se prepara la solución de incubación del anticuerpo primario al 1% de leche (0.04 g de 

leche en polvo en 4 mL de T-TBS) y se añade el anticuerpo primario dependiendo de la 

dilución a utilizar. Se incuba en agitación, a 4 oC, durante toda la noche. Al día 

siguiente se lava con T-TBS para eliminar el exceso de anticuerpo, 3 x10 min. A 

continuación se prepara la solución de incubación del anticuerpo secundario de igual 
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manera que para el primario y se incuba durante 1 h a TA. Se lava con T-TBS para 

eliminar el exceso de anticuerpo, 3 x 10 min. 

 

7.2.5. Detección y densitometría 

La membrana se incuba durante 1 min con solución de revelado y se toman algunas 

fotos de la reacción quimioluminescente en el Versadoc mediante el software Quantity 

One (BioRad) que también se emplea para la densitometría. Los valores de densidad de 

cada banda de la proteína en estudio se guardan en un fichero y luego se realiza el 

cociente entre el valor densitométrico que nos dio la banda correspondiente a esta 

proteína y el de la proteína control de carga como la β-tubulina o la GAPDH. 

 

Tabla 7. Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de western blot. Condiciones de 
la electroforesis y de la transferencia para 30 μg de proteínas. 
Anticuerpo primario Dilución de trabajo % del gel y transferencia Casa comercial 

Mouse monoclonal 
P-CREB 
 

 
1:800 

 
Gel 8 %. 1 h de transf a 100 V 

 
Cell Signalling 

Rabbit polyclonal 
GDNF 
 

 
1:1000 

 
Gel 12 %. 1 h de transf a 100 
V 

 
Santa Cruz 

Mouse monoclonal 
GAPDH 
 

 
1:3000 

 
Gel 8, 10, 12, 15 %. 1 h de 
transf a 100 V 

 
Stressgen 

Rabbit polyclonal 
NMDA-R2B 
 

 
1:500 

 
Gel 8 %. 1:30 h de transf a 
100 V 

 
Millipore 

Rabbit polyclonal  
P-Sinapsina 
 

 
1:1000 

 
Gel 10 %. 1h de transf a 100 V

 
Cell Signalling 

Rabbit polyclonal 
Sinaptofisina 
 

 
1:5000 

 
Gel 10 %. 1h de transf a 100 V

 
Dako 

Mouse monoclonal 
β-tubulina 
 

 
1:50000 

 
Gel 8, 10, 12, 15 %. 1h de 
tranf a 100 V 

 
SIGMA 

 

Tabla 8. Anticuerpos secundarios utilizados en los experimentos de western blot 
Anticuerpo secundario Dilución de trabajo Casa comercial 

Anti- Mouse Ig peroxidase linked antibody 
 

1:2000 Sigma Chemical 

Anti- rabbit Ig peroxidase linked antibody 
 

1:2000 Sigma Chemical 
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8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los resultados se procesaron mediante el programa GraphPad Prism 4 y se analizaron 

estadísticamente por procedimientos de ANOVA seguido de una prueba de Newman-

Keuls o de un Bonferroni posttests. Cuando no encontramos diferencias estadísticas 

debido a la dispersión de los resultados, a pesar de la consistencia de las medias, se 

realizó una comparación mediante el Student´s test. 
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Resultados y Discusión                                                                                       Capítulo 1 

CAPÍTULO 1. VALOR PREVENTIVO Y TERAPÉUTICO DEL EJERCICIO 

FÍSICO VOLUNTARIO EN ETAPAS TEMPRANA DE LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER EN EL RATÓN 3XTg-AD 

 

1. RESULTADOS 

 

En este experimento utilizamos ratones machos y hembras, NTg y 3xTg-AD, que a los 

3 ó 6 meses de edad se expusieron a 1 mes de EF voluntario. Además, se utilizaron 

ratones que con 1 mes de edad se expusieron a 6 meses de EF. Estos grupos fueron 

analizados contra sus respectivos controles sedentarios en cuanto sus patrones 

sensoriales, motores, conductuales y cognitivos. Se determinó el estado de estrés 

oxidativo cerebral, utilizando una muestra de corteza, y una muestra de hipocampo para 

determinar la variación de la expresión proteica relacionada con la función cognitiva y 

con el EF. 

 

1.1. Distancia recorrida en la rueda de actividad 

La distancia promedio total recorrida por cada ratón, durante el tiempo de exposición a 

la rueda de actividad, se estimó según el número de los ratones en cada caja y los 

recuentos totales de cada rueda (Figura 9). Los grupos de ratones 3xTg-AD de ambos 

sexos y edades, con una exposición a la rueda de 1 mes, mostraron un mayor nivel de 

actividad que sus controles NTg. Se produjo un efecto del genotipo y sexo (ANOVA, 

genotipo F(3,72)=26.69, P<0.0001; sexo F(1,72)=101.5, P<0.0001). Sin embargo, se 

alcanzó igual distancia para cada sexo y genotipo en ambas edades (4 meses y 7 meses) 

con el tratamiento de 1 mes de EF (Figura 9 A). Cuando el tratamiento fue de 6 meses 

de duración no se apreciaron diferencias entre los dos genotipos pero sí entre los sexos 

(ANOVA, sexo F(1,34)=222.8, P<0.0001) (Figura 9 B).  

 

1.2. Función sensorial-motora  

Los ratones 3xTg-AD a estas edades no presentaron afectaciones sensoriales y 

mostraron buena coordinación y equilibrio. En ambos genotipos y sexos el EF mejoró la 

función motora (Tablas 9A, 9B, 9C, 9D).  
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Figura 9. Distancia en la rueda de actividad. (A) Se aprecia un efecto del genotipo y del sexo 
a los 4 y 7 meses de edad con un mes de EF.  (B) Después de 6 meses de EF solo se apreció 
un efecto del sexo. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: Two-way ANOVA 
Bonferroni posttests, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparando NTg EXE-1M al Tg EXE-
1M de su edad y sexo;  ##p<0.01, ###p<0.001, comparado los sexos de un mismo genotipo y 
edad. 
 

Tabla 9A. El EF produjo efectos beneficiosos sobre la función motora en machos NTg y 3xTg-AD de 4 
meses de edad. 
 M NTg SED 

    (n=10) 
M NTg EXE 
     (n=10) 

M Tg SED 
 (n=10) 

M Tg EXE 
  (n=10) 

Función sensorial y motora 
Prueba de reflejos  
Incidencia de ambos reflejos 

 
  10/10 

 
   9/10 

 
  10/10 

 
   10/10 

 
Varilla de madera 

 

Equilibrio (permanencia, s) 17.8+ 0.1 18.7+ 0.6 19.2+ 0.4* 20.0+ 0.0*** 

Coordinación (distancia, cm) 0.3+ 0.1 2.1+ 0.2*** 0.6+ 0.1 5.4+ 0.1***,### 

 
Varilla de metal  

 

Equilibrio (permanencia, s) 3.2+ 0.3 8.4+ 1.8 7.0+ 1.8 14.8+ 3.0***,# 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0.8+ 0.0*** 0.1+ 0.0*** 1.6+ 0.0***,### 

 
Cuerda de metal (2 ensayos 5s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 3.6+ 0.0 3.9+ 0.1* 4.4+ 0.1*** 4.5+ 0.0*** 

Coordinación (distancia, cm) 0.5+ 0.0 0.9+ 0.0** 1.5+ 0.2*** 0.8+ 0.1*,### 

Elementos de suporte (n) 1.5+ 0.0 1.5+ 0.0 2.1+ 0.0*** 2.1+ 0.1*** 

 
Cuerda de metal (1ensayo  60s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 21.0+ 7.2 15.8+ 5.8 50.3+ 6.7* 48.3+ 6.1** 

Coordinación (distancia, cm) 1.8+ 0.8 1.2+ 0.5 2.9+ 0.6 3.6+ 0.8 

Elementos de suporte (n) 2.0+ 0.4 2.0+ 0.4 2.4+ 0.4 2.7+ 0.3 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg SED;  ###p<0.001 Tg EXE 
comparado al Tg SED. 
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Tabla 9B. Efecto beneficioso del EF sobre la función motora de ratones hembras NTg y 3xTg-AD de 4 
meses de edad. 
 F NTg 

  (n=10) 
F NTg EXE   
     (n=10) 

F Tg SED 
   (n=10) 

F Tg EXE  
   (n=10) 

Función sensorial y motora 
Prueba de reflejos  
Incidencia de ambos reflejos         9/10 

 
   10/10 

 
   9/10 

 
    10/10 

 
Varilla de madera 

 

Equilibrio (permanencia, s) 17.6+ 0.2 18.9+ 0.5* 19.1+ 0.4* 20.0+ 0.0*** 

Coordinación (distancia, cm) 0.2+ 0.0 1.6+ 0.1*** 1.7+ 0.1*** 6.5+ 0.0***,### 

 
Varilla de metal  

 

Equilibrio (permanencia, s) 4.5+ 1.1 8.3+ 1.1 12.8+ 2.2* 17.9+ 3.2*** 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0+ 0 0.6+ 0.0*** 1.5+ 0.2***,### 

 
Cuerda de metal (2 ensayos 5s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 3.5+ 0.2 3.0+ 0.2 4.6+ 0.0*** 4.6+ 0.1*** 

Coordinación (distancia, cm) 0.5+ 0.1 0.5+ 0.2 1.2+ 0.1*** 0.6+ 0.1### 

Elementos de suporte (n) 1.2+ 0.1 0.8+ 0.1* 2.0+ 0.0*** 2.2+ 0.1*** 

 
Cuerda de metal (1ensayo  60s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 17.4+ 6.0 19.2+ 8.9 48.2+ 6.1* 48.4+ 7.7* 

Coordinación (distancia, cm) 1.3+ 0.5 0.9+ 0.5 2.0+ 0.5 1.9+ 0.5 

Elementos de suporte (n) 1.6+ 0.4 0.9+ 0.5 2.8+ 0.3* 2.6+ 0.2* 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison 
Test, *p<0.05, ***p<0.001 comparados al NTg SED;  ### p<0.001 Tg EXE comparado al TgSED. 
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Tabla 9C. El EF produjo efectos beneficiosos sobre la función motora en machos NTg y 3xTg-AD de 7 meses de edad. 
     M NTg SED

       (n=21) 
M NTg EXE-1M 
          (n=10) 

M NTg EXE-6M 
          (n=9) 

M Tg SED 
    (n=14) 

M Tg EXE-1M 
        (n=10) 

M Tg EXE-6M 
       (n=8) 

Función sensorial y motora 
Prueba de reflejos  
Incidencia de ambos reflejos 

 
   21/21 

 
    10/10 

 
      9/9 

 
    14/14 

 
   10/10 

 
    8/8 

 
Varilla de madera 

 

Equilibrio (permanencia, s) 10.0+ 1.3 12.7+ 1.6 11.8+ 1.9 18.3+ 0.1*** 18.6+ 1.4*** 20.0+ 0.0*** 

Coordinación (distancia, cm) 0.2+ 0.1 0.6+ 0.3 0.3+ 0.2 1.5+ 0.7 4.5+ 1.1***,##,% 6.8+ 1.5***,### 

 
Varilla de metal  

 

Equilibrio (permanencia, s) 0.8+ 0.1 1.5+ 0.5 1.4+ 0.5 1.7+ 0.4 6.3+ 2.3**,## 4.6+ 2.0 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0.03+ 0.03 1.0+ 0.7*,## 0.3+ 0.2 

 
Cuerda de metal (2 ensayos 5s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 1.0+ 0.3 1.8+ 0.6 1.3+ 0.5 2.6+ 0.5 1.9+ 0.4 2.5+ 0.7 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0.1+ 0.1 0+ 0 0.8+ 0.2** 0.3+ 0.1# 0.2+ 0.1# 

Elementos de suporte (n) 1.1+ 0.0 1.1+ 0.1 1.1+ 0.1 1.7+ 0.2** 1.5+ 0.2 1.6+ 0.2 

 
Cuerda de metal (1 ensayo 60s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 1.9+ 0.7 0.7+ 0.2 4.5+ 2.7 17.1+ 6.6 21.8+ 8.1 22.0+ 9.4 

Coordinación (distancia, cm) 0.1+ 0.1 0+ 0 0.6+ 0.5 3.2+ 1.2 2.8+ 1.0 2.8+ 1.4 
Elementos de suporte (n) 1.3+ 0.2 1.0+ 0.0 1.4+ 0.3 2.1+ 0.2* 2.5+ 0.3** 2.3+ 0.3* 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
comparados al NTg SED;  #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.01 Tg EXE comparado al Tg SED. %p<0.05 comparados los EXE-1M a los EXE-6M en cada 
genotipo. 
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Tabla 9D. Efecto beneficioso del EF sobre la función motora de ratones hembras NTg y 3xTg-AD de 7 meses de edad. 
     F NTg SED 

      (n=14) 
F NTg EXE-1M 
        (n=10) 

F NTg EXE-6M 
        (n=13) 

F Tg SED 
    (n=14) 

F Tg EXE-1M 
       (n=10) 

F Tg EXE-6M 
        (n=8) 

Función sensorial y motora 
Prueba de reflejos  
Incidencia de ambos reflejos 

 
   13/14 

 
   10/10 

 
   12/13 

 
   13/14      9/10 

 
    8/8 

 
Varilla de madera 

 

Equilibrio (permanencia, s) 14.8+ 1.8 12.5+ 2.4 16.6+ 1.7 19.4+ 0.6 20.0+ 0.0 18.8+ 1.3 

Coordinación (distancia, cm) 0.1+ 0.0 0.6+ 0.4 1.7+ 0.3 1.1+ 0.6 3.1+ 0.6***,# 3.4+ 0.9***,## 

 
Varilla de metal  

 

Equilibrio (permanencia, s) 1.6+ 0.4 4.3+ 1.9 3.5+ 0.6 5.9+ 1.4 8.5+ 1.0** 9.8+ 2.3** 

Coordinación (distancia, cm) 0.03+ 0.03 0.1+ 0.1 0+ 0 0+ 0 0.5+ 0.4 0.1+ 0.1 

 
Cuerda de metal (2 ensayos 5s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 3.4+ 1.0 1.2+ 0.4 3.9+ 2.1 4.0+ 0.3 4.3+ 0.5 3.0+ 0.6 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0.2+ 0.2 0.03+ 0.0 0.5+ 0.2 1.0+ 0.2*** 0.5+ 0.3 

Elementos de suporte (n) 1.5+ 0.2 1.2+ 0.2 1.5+ 0.2 1.9+ 0.1 2.1+ 0.2 1.9+ 0.1 

 
Cuerda de metal (1 ensayo 60s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 4.0+ 1.6 6.8+ 5.9 5.5+ 2.9 31.5+ 6.4** 29.9+ 8.7* 33.9+ 10.0* 

Coordinación (distancia, cm) 0.1+ 0.0 0.4+ 0.4 0.4+ 0.2 2.9+ 0.7** 2.7+ 0.8* 3.9+ 1.5** 

Elementos de suporte (n) 1.5+ 0.2 1.4+ 0.3 1.8+ 0.2 2.6+ 0.2*** 2.5+ 0.2** 2.6+ 0.3** 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 comparados al NTg SED;  #p<0.05, ##p<0.01 Tg EXE comparado al TgSED. 
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1.3. Función inmuno-endocrina  

Los machos 3xTg-AD de 4 meses presentaron el peso corporal más elevado que los 

NTg (ANOVA, inicio experimento F(3,36)=8.878 P=0.0175; final experimento 

F(3,36)=6.331, P<0.001). Este mismo patrón también lo observamos en los de 7 meses de 

edad (ANOVA, semana 1, F(5,66)=6.126, P=0.0001; semana 20, F(5,66)=9.930, P<0.0001; 

semana 25, F(5,66)=11.97, P<0.0001). En los machos de 7 meses de edad se obsevó un 

efecto general del ejercicio (ANOVA, F(2,66)=5.410, P=0.0067) pero de forma más 

marcada en los grupos NTg. En las hembras  no se observaron diferencias significativas 

entre los grupos sedentarios. No obstante en las hembras de 7 meses, al igual que en los 

machos, se observó que el EF había contribuido a disminuir el peso corporal (ANOVA, 

semana 20, F(5,63)=11.49, P<0.0001; semana 25, F(5,63)=7.191, P<0.0001). En ellas 

también el efecto del EF fue independiente del genotipo (ANOVA, F(2,63)=15.30, 

P<0.0001), aunque el mayor efecto se produjo después de 6 meses de tratamiento. Por 

otra parte, en los ratones 3xTg-AD de ambos sexos se encontró aumentado el porcentaje 

de aportación del bazo al peso corporal (ANOVA, machos 4 meses: F(3,36)=19.47, 

P<0.0001; hembras 4 meses: F(3,36)=11.71, P<0.0001; machos 7 meses: F(5,66)=5.355, 

P=0.0003), aunque en las hembras de 7 meses no fue significativo (Tablas 10A, 10B, 

10C, 10D). 

 
Tabla 10A. Función inmuno-endocrina en machos NTg y 3xTg-AD de 4 meses de edad. 
 M NTg SED 

    (n=10) 
M NTg EXE 
     (n=10) 

M Tg SED 
 (n=10) 

M Tg EXE 
  (n=10) 

Peso Corporal  
Inicio semana 1 (g) 21.1+ 0.3 21.1+ 0.5 24.6+ 0.8* 24.3+ 0.8* 

Final semana 5 (g) 23.6+ 0.3 21.2+ 2.3 27.5+ 0.5** 27.5+ 0.6** 

WAT (% respecto peso corporal) 1.0+ 0.1 0.8+ 0.1 1.2+ 0.1 1.1+ 0.1 

Adrenales (% respecto peso corporal) 0.04+ 0.00 0.03+ 0.00 0.04+ 0.0 0.04+ 0.00 

Bazo (% respecto peso corporal) 0.26+ 0.01 0.26+ 0.01 0.32+ 0.01*** 0.34+ 0.01*** 

Timo (% respecto peso corporal) 0.15+ 0.01 0.15+ 0.01 0.14+ 0.01 0.14+ 0.01 

BAT (% respecto peso corporal) 0.46+ 0.03 0.41+ 0.04 0.39+ 0.02 0.44+ 0.04 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg SED. 
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Tabla 10B. Función inmuno-endocrina en hembras NTg y 3xTg-AD de 4 meses de edad. 
 F NTg 

  (n=10) 
F NTg EXE   
     (n=10) 

F Tg SED 
   (n=10) 

F Tg EXE  
   (n=10) 

Peso Corporal  
Inicio semana 1 (g) 18.0+ 0.3 17.7+ 0.5 19.4+ 0.9 19.2+ 0.4 

Final semana 5 (g) 20.0+ 0.3 20.4+ 0.5 21.5+ 0.8 21.3+ 0.6 

WAT (% respecto peso corporal) 0.7+ 0.1 0.9+ 0.3 1.1+ 0.2 0.8+ 0.1 

Adrenales (% respecto peso corporal) 0.05+ 0.00 0.04+ 0.00 0.05+ 0.00 0.05+ 0.00 

Bazo (% respecto peso corporal) 0.34+ 0.01 0.31+ 0.01 0.46+ 0.04*** 0.46+ 0.02** 

Timo (% respecto peso corporal) 0.25+ 0.01 0.22+ 0.02 0.19+ 0.01 0.21+ 0.00 

BAT (% respecto peso corporal) 0.52+ 0.05 0.38+ 0.04 0.41+ 0.03 0.42+ 0.04 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison 
Test, *p<0.05, ***p<0.001 comparados al NTg SED;  ### p<0.001 Tg EXE comparado al TgSED. 
 

 

1.4. Patrones conductuales 

Al evaluar los patrones conductuales encontramos que el EF produjo diferentes 

respuestas en los ratones NTg sanos y en los 3xTg-AD. El EF contribuyó 

beneficiosamente a la recuperación de los patrones conductuales afectados, aunque a los 

4 meses de edad se encontraron pocas afectaciones. En los ratones 3xTg-AD de ambos 

sexos se observaron más afectaciones conductuales a los 7 meses de edad. La 

exposición de estos ratones al tratamiento de EF produjo un mejor resultado cuando se 

comenzó con un mes de edad por un período de 6 meses. Debido a la dispersión de los 

resultados no encontramos diferencias estadísticas en algunas de las evaluaciones 

conductuales realizadas (ver Tablas 11A, 11B, 11C y 11D). 
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Tabla 10C. Efecto del EF sobre la función inmuno-endocrina de ratones machos NTg y 3xTg-AD de 7 meses de edad. 
     M NTg SED

       (n=21) 
M NTg EXE-1M 
          (n=10) 

M NTg EXE-6M 
          (n=9) 

M Tg SED 
    (n=14) 

M Tg EXE-1M 
        (n=10) 

M Tg EXE-6M 
       (n=8) 

Peso Corporal 
Inicio semana 1 (g) 20.9+ 0.2 20.9+ 0.2 21.0+ 0.4 22.8+ 0.5** 22.3+ 0.3 22.0+ 0.4 

Inicio semana 20 (g) 30.1+ 0.4 29.2+ 0.7 29.7+ 0.5 31.8+ 0.4** 33.4+ 0.5** 29.1+ 0.6##,%%% 

Final semana 25 (g) 32.4+ 0.6 28.0+ 0.7*** 31.0+ 0.3%%% 33.0+ 0.5 33.9+ 0.4 31.5+ 0.3%% 

WAT  (% respecto peso corporal) 1.5+ 0.2 1.2+ 0.1 1.1+ 0.1 1.4+ 0.2 1.2+ 0.1* 1.3+ 0.1 

Adrenales  (% respecto peso corporal) 0.05+ 0.01 0.04+ 0.00 0.05+ 0.01 0.04+ 0.00 0.03+ 0.00 0.04+ 0.00 

Bazo  (% respecto peso corporal) 0.29+ 0.01 0.27+ 0.01 0.35+ 0.02*,% 0.33+ 0.01* 0.37+ 0.01** 0.37+ 0.02* 

Timo  (% respecto peso corporal) 0.11+ 0.00 0.10+ 0.01 0.10+ 0.01 0.09+ 0.01 0.10+ 0.01 0.10+ 0.01 

BAT  (% respecto peso corporal) 0.45+ 0.04 0.41+ 0.03 0.51+ 0.04 0.38+ 0.04 0.40+ 0.04 0.47+ 0.05 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
comparados al NTg SED; ##p<0.01 Tg EXE comparado al Tg SED. %p<0.05, %%p<0.01, %%%p<0.001 comparados los EXE-1M a los EXE-6M en 
cada genotipo. 
 
Tabla 10D. Efecto del EF sobre la función inmuno-endocrina de ratones hembras NTg y 3xTg-AD de 7 meses de edad. 
     F NTg SED 

      (n=14) 
F NTg EXE-1M 
        (n=10) 

F NTg EXE-6M 
        (n=13) 

F Tg SED 
    (n=14) 

F Tg EXE-1M 
       (n=10) 

F Tg EXE-6M 
        (n=8) 

Peso Corporal 
Inicio semana 1 (g) 17.0+ 0.6 17.1+ 0.1 17.1+ 0.3 17.8+ 0.5 17.7+ 0.2 17.6+ 0.3 

Inicio semana 20 (g) 26.1+ 1.1 27.3+ 0.9 21.6+ 0.4***,%%% 25.0+ 0.4 25.1+ 0.7 20.5+ 0.3***,###,%%% 

Final semana 25 (g) 26.7+ 1.0 24.1+ 0.5** 23.5+ 0.3*** 26.1+ 0.3 23.1+ 0.5***,## 23.0+ 0.3***,## 

WAT  (% respecto peso corporal) 1.7+ 0.5 0.9+ 0.1 0.9+ 0.1 1.8+ 0.0 1.6+ 0.2 0.9+ 0.1 

Adrenales  (% respecto peso corporal) 0.07+ 0.01 0.06+ 0.00 0.07+ 0.01 0.05+ 0.01 0.05+ 0.02 0.05+ 0.01 

Bazo  (% respecto peso corporal) 0.34+ 0.03 0.36+ 0.01 0.35+ 0.03 0.41+ 0.04 0.43+ 0.01 0.36+ 0.03 

Timo  (% respecto peso corporal) 0.17+ 0.00 0.16+ 0.01 0.15+ 0.01 0.14+ 0.02 0.15+ 0.01 0.13+ 0.01 

BAT  (% respecto peso corporal) 0.50+ 0.06 0.44+ 0.03 0.50+ 0.02 0.46+ 0.07 0.40+ 0.05 0.56+ 0.1 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
comparados al NTg SED;  #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 Tg EXE comparado al Tg SED. %%%p<0.001 comparados los EXE-1M a los EXE-6M en cada 
genotipo. 
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Tabla 11A. Afectaciones conductuales de los machos 3xTg-AD a los 4 meses de edad y su respuesta 
frente al tratamiento de EF voluntario 
     M NTg 

 (n=10) 
M NTg EXE 
     (n=10) 

M Tg SED 
     (n=10) 

M Tg EXE 
     (n=10) 

Neofobia 
Actividad vertical (latencia, s) 

 
13.0+ 2.4 

 
20.0+ 2.9 

 
21.8+ 3.5 

 
22.0+ 2.5 

Números de corner (n) 5.9+ 0.6 4.5+ 1.1 3.0+ 0.6* 2.4+ 0.6* 

Actividad vertical (n) 3.5+ 0.8 1.1+ 0.5* 1.4+ 0.7* 1.0+ 0.3* 

 Campo abierto 
Latencia de movimiento (s) ver Figura 10 A 
Actividad horizontal (latencia, s) 12.4+ 6.4 6.2+ 0.7 18.7+ 5.9 19.7+ 4.7 

Entrada a periferia (latencia, s) 30.4+ 11.6 15.7+ 4.0 50.5+ 28.4 59.4+ 21.3 

Actividad vertical (latencia, s) 22.3+ 3.7 60.7+ 23.5 50.6+ 14.4 56.4+ 21.3 

Higiene (latencia, s) 149.1+ 20.1 156.8+ 21.4 56.4+ 20.4**,### 192.0+ 25.4 

ver Figura 10 C Actividad horizontal (n) 

Actividad vertical (n) ver Figura 10 E 

Duración de la higiene (s)  5.6+ 1.1 8.0+ 2.5 6.8+ 1.1 6.8+ 1.5 

Defecación (n) 2.6+ 0.3 2.5+ 0.5 3.2+ 0.5 3.0+ 0.4 

 Caja oscura/iluminada 
Salida al área blanca (latencia, s) ver Figura 11 A 

Tiempo en área blanca (s) 105.6+ 23.1 132.7+ 22.5 146.0+ 22.1 83.2+ 16.7 

Entradas al área blanca (n) 5.9+ 0.9 4.6+ 0.7 4.1+ 0.6 4.6+ 0.8 

Defecación (n) 1.3+ 0.4 1.6+ 0.6 3.1+ 0.5 1.5+ 0.6 

Caja de 4 agujeros  

Latencia de movimiento (s) 1.2+ 0.5 2.2+ 0.9 13.1+ 6.2 10.1+ 2.3 

Primer agujero (latencia, s) 15.9+ 3.2 52.6+ 28.5 91.3+ 36.8 45.0+ 19.2 

Cuatro agujeros (latencia, s) 211+ 30.4 182.8+ 30.8 237.2+ 26.7 235.8+ 29.2 

Tiempo de exploración (s) ver Figura 12 A 

Número de exploraciones (n) 14.9+ 4.3 16.4+ 3.1 11.0+ 2.4 18.4+ 2.7 

Defecación (n) 2.8+ 0.7 2.7+ 0.5 3.5+ 0.5 3.1+ 0.5 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg SED;  #p<0.05, ###p<0.001 Tg 
EXE comparado al Tg SED. 
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Tabla 11B. Afectaciones conductuales de las hembras 3xTg-AD a los 4 meses de edad y su respuesta 
frente al tratamiento de EF voluntario 
 F NTg 

(n=10) 
F NTg EXE    
   (n=10) 

F Tg SED 
  (n=10) 

F Tg EXE  
   (n=10) 

Neofobia 
Actividad vertical (latencia, s) 

 
13.6+ 2.2 

 
14.4+ 3.0 

 
21.0+ 2.0 

 
16.6+ 2.3 

Números de corner (n) 6.7+ 1.0 5.2+ 0.9 4.7+ 0.7 4.4+ 0.7 

Actividad vertical (n) 3.6+ 0.9 1.5+ 0.3* 1.3+ 0.3* 2.0+ 0.6 

Campo abierto  

Latencia de movimiento (s) ver Figura 10 B 

Actividad horizontal (latencia, s) 9.7+ 1.6 26.2+ 15.2 19.0+ 4.5 14.0+ 3.8 

Entrada a periferia (latencia, s) 17.7+ 4.4 30.5+ 15.4 30.6+ 6.4 21.6+ 6.2 

Actividad vertical (latencia, s) 47.8+ 15.2 72.7+ 25.9 42.4+ 12.4 64.6+ 25.4 

Higiene (latencia, s) 143.2+ 15.2 142.2+ 24.5 166.4+ 26.1 209.1+ 21.1 

Actividad horizontal (n) ver Figura 10 D 

Actividad vertical (n) ver Figura 10 F 

Duración de la higiene (s)  5.2+ 1.5 7.5+ 1.8 6.2+ 1.7 5.3+ 1.2 

Defecación (n) 2.1+ 0.4 2.4+ 0.3 3.2+ 0.7 2.3+ 0.3 

Caja oscura/iluminada  

Salida al área blanca (latencia, s) ver Figura 11 B 

Tiempo en área blanca (s) 109.1+ 12.6 89.2+ 12.5 121.7+ 26.7 91.2+ 16.8 

Entradas al área blanca (n) 6.8+ 0.7 4.9+ 0.6 5.7+ 0.5 6.7+ 0.8 

Defecación (n) 1.0+ 0.4 1.3+ 0.4 1.0+ 0.3 1.2+ 0.4 

Caja de 4 agujeros  

Latencia de movimiento (s) 1.4+ 0.7 1.3+ 0.5 9.5+ 5.6 24.7+ 7.11**,# 

Primera agujero (latencia, s) 20.6+ 3.9 11.2+ 2.6 63.5+ 22.6 80.8+ 26.3 

Cuatro agujeros (latencia, s) 175.7+ 27.2 216.7+ 30.6 249.0+ 25.3 237.0+ 27.1 

Tiempo de exploración (s) ver Figura 12 B 

Número de exploraciones (n) 15.9+ 3.3 22.0+ 2.3 9.9+ 2.1 12.8+ 2.4 

Defecación (n) 3.3+ 0.7 2.3+ 0.5 2.8+ 0.6 1.8+ 0.5 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg SED; #p<0.05, ###p<0.001 Tg 
EXE comparado al Tg SED. 
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Tabla 11C. Afectaciones conductuales de los machos 3xTg-AD a los 7 meses de edad y su respuesta frente al tratamiento de EF voluntario 
     M NTg SED

      (n=21) 
M NTg EXE-1M 
      (n=10) 

M NTg EXE-6M 
       (n=9) 

M Tg SED 
    (n=14) 

M Tg EXE-1M 
       (n=10) 

M Tg EXE-6M 
        (n=8) 

Neofobia       

Actividad vertical (latencia, s) 15.8+ 2.1 13.4+ 4.2 21.9+ 3.6 23.3+ 2.4 26.2+ 8.3 28.3+ 1.8 

Números de corner (n) 4.9+ 0.6 2.6+ 0.7 4.2+ 0.8 2.4+ 0.7 1.1+ 0.4** 2.2+ 0.5 

Actividad vertical (n) 1.9+ 0.3 2.0+ 0.5 0.9+ 0.4 0.9+ 0.3 0.3+ 0.2* 0.4+ 0.4 

Campo abierto 
Latencia de movimiento (s) ver Figura 10 A 

Actividad horizontal (latencia, s) 4.4+ 1.1 5.4+ 1.5 22.8+ 17.1 15.9+ 5.5 32.4+ 18.6 50.9+ 32.5 

Entrada a periferia (latencia, s) 31.7+ 16.0 10.2+ 3.6 70.8+ 39.8 23.2+ 5.8 44.5+ 14.1 75.1+ 38.6 

Actividad vertical (latencia, s) 40.5+ 13.8 87.0+ 33.0 97.8+ 41.2 36.6+ 10.7 84.4+ 32.7 91.1+ 38.1 

Higiene (latencia, s) 164.2+ 13.0 137.6+ 20.3 146.2+ 16.1 225.0+ 14.5 190.0+ 15.6 214.3+ 27.6 

ver Figura 10 C Actividad horizontal (n) 

Actividad vertical (n) ver Figura 10 E 

Duración de la higiene (s)  8.1+ 1.0 14.6+ 3.1 12.2+ 4.2 4.6+ 0.7 9.7+ 2.8 7.0+ 1.4 

Defecación (n) 1.9+ 0.4 2.7+ 0.3 1.7+ 0.5 2.3+ 0.6 3.0+ 0.4 3.1+ 0.5 

Caja oscura/iluminada 

Salida al área blanca (latencia, s) ver Figura 11 A 

Tiempo en área blanca (s) 133.9+ 10.9 97.6+ 32.4 139.3+ 19.3 76.0+ 18.6 84.2+ 31.0 83.5+ 23.1 

Entradas al área blanca (n) 7.09+ 0.6 2.9+ 0.5** 7.4+ 1.4 4.1+ 0.8** 2.8+ 0.5** 4.4+ 0.9 

Defecación (n) 0.6+ 0.2 0.8+ 0.5 0.8+ 0.4 1.0+ 0.4 0.7+ 0.4 2.4+ 0.5* 

Caja de 4 agujeros  
Latencia de movimiento (s) 0.2+ 0.2 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.8+ 0.6 3.3+ 2.3 0.1+ 0.1 

Primera agujero (latencia, s) 1.5+ 3.5 5.4+ 1.2 5.1+ 1.7 30.0+ 9.1* 13.5+ 3.9# 4.12+ 1.4# 

Cuatro agujeros (latencia, s) 109.5+ 20.5 140.4+ 24.4 65.7+ 8.7 171.7+ 26.0 136.1+ 31.5 129.1+ 50.2 

Tiempo de exploración (s) ver Figura 12 A 

Número de exploraciones (n) 33.8+ 3.3 30.0+ 5.2 51.7+ 3.1**,%% 20.7+ 2.6 22.3+ 3.9 28.3+ 5.5 

Defecación (n) 0.65+ 0.2 2.7+ 0.6** 0.7+ 0.4% 2.4+ 0.6** 2.8+ 0.4** 1.0+ 0.3 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01 comparados al 
NTg SED;  #p<0.05 Tg EXE comparado al Tg SED. %p<0.05, %%p<0.01 comparados los EXE-1M a los EXE-6M en cada genotipo. 
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Tabla 11D. Afectaciones conductuales de las hembras 3xTg-AD a los 7 meses de edad y su respuesta frente al tratamiento de EF voluntario.     
 F NTg SED 

      (n=21) 
F NTg EXE-1M 
         (n=10) 

F NTg EXE-6M 
          (n=9) 

F Tg SED 
    (n=14) 

F Tg EXE-1M 
       (n=10) 

F Tg EXE-6M 
        (n=8) 

Neofobia       
Actividad vertical (latencia, s) 16.1+ 2.3 12.6+ 2.5 19.8+ 2.8 12.4+ 2.3 22.0+ 3.1 21.6+ 3.3 
Números de corner (n) 5.1+ 0.8 4.4+ 0.9 4.9+ 0.9 5.0+ 0.8 2.6+ 0.4 5.7+ 1.0 
Actividad vertical (n) 2.7+ 0.6 4.4+ 0.6* 1.3+ 0.4%%% 2.2+ 0.3 1.2+ 0.4 0.8+ 0.3 
Campo abierto 
Latencia de movimiento (s) ver Figura 10 B 
Actividad horizontal (latencia, s) 3.9+ 1.0 7.5+ 1.4 7.8+ 1.7 12.9+ 3.6 15.1+ 3.0* 9.8+ 3.4 
Entrada a periferia (latencia, s) 8.9+ 1.7 13.8+ 2.8 13.9+ 2.6 32.7+ 8.0 73.1+ 32.9**,# 16.5+ 3.0% 
Actividad vertical (latencia, s) 32.6+ 9.9 24.3+ 8.5 60.3+ 23.2 36.8+ 12.9 50.2+ 28.7 49.0+ 29.2 
Higiene (latencia, s) 124.2+ 10.7 136.6+ 19.7 125.2+ 10.8 200.6+ 19.9* 219.7+ 20.4*** 228.0+ 13.7*** 
Actividad horizontal (n) ver Figura 10 D 
Actividad vertical (n) ver Figura 10 F 
Duración de la higiene (s)  7.8+ 1.5 10.6+ 1.8 8.2.2+ 1.2 5.6+ 1.4 4.7+ 1.6 4.5+ 0.8 
Defecación (n) 2.1+ 0.3 2.8+ 0.5 1.5+ 0.2 2.1+ 0.4 1.9+ 0.4 2.1+ 0.6 
Caja oscura/iluminada 

Salida al área blanca (latencia, s) ver Figura 11 B 
Tiempo en área blanca (s) 91.9+ 16.4 95.9+ 21.0 144.5+ 22.2 63.0+ 14.5 83.7+ 29.8 136.2+ 25.0 
Entradas al área blanca (n) 5.4+ 0.7 5.1+ 0.7 5.5+ 0.7 3.9+ 0.7 3.6+ 0.9 6.5+ 0.8 
Defecación (n) 1.1+ 0.3 1.2+ 0.4 1.6+ 0.4 2.6+ 0.5 2.4+ 0.7 1.1+ 0.4 

Caja de 4 agujeros 
Latencia de movimiento (s) 0+ 0 0+ 0 0.2+ 0.2 0.5+ 0.3 0.5+ 0.4 0+ 0 
Primera agujero (latencia, s) 7.9+ 1.7 3.5+ 1.3 13.9+ 4.2 10.6+ 2.0 7.8+ 3.2 7.6+ 1.9 
Cuatro agujeros (latencia, s) 117.1+ 27.7 120.2+ 26.1 65.7+ 26.2 182.4+ 31.1 148.3+ 37.7 149.5+ 38.0 
Tiempo de exploración (s) ver Figura 12 B 

Número de exploraciones (n) 31.5+ 4.7 32.0+ 4.6 50.4+ 2.4*,% 28.1+ 4.1 34.5+ 6.9 29.5+ 4.9 

Defecación (n) 1.1+ 0.4 2.3+ 0.5 1.5+ 0.4 2.1+ 0.5 3.1+ 0.5 2.1+ 0.6 
Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 
comparados al NTg SED;  #p<0.05 Tg EXE comparado al Tg SED. %p<0.05, %%%p<0.001 comparados los EXE-1M a los EXE-6M en cada genotipo.
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1.4.1. Neofobia 

Se observó una conducta neofóbica en los ratones 3xTg-AD, con excepción de las 

hembras de 7 meses de edad. Este dato está basado en el aumento de la latencia de 

exploración vertical, la disminución del número de exploraciones de las esquinas  y de 

la actividad vertical, cuando el ratón se expuso a la nueva jaula de vida (Student´s test, 

P<0.05: NTg SED vs Tg SED para los 3 grupos afectados, en los tres criterios medidos) 

(ver Tablas 11A, 11B, 11C y 11D). El EF indujo recuperación en las hembras de 4 

meses de edad. 

 

1.4.2. Campo abierto 

La latencia de inicio de la deambulación se encontró aumentada en los 3xTg-AD 

machos de 7 meses de edad (Student´s test, P<0.01: NTg SED vs Tg SED) y en las 

hembras de 4 meses (ANOVA, F(3,36)=4.056, P=0.0139) (Figura 10 A, B). A los 4 

meses de edad el EF produjo una clara mejora, pero en los de 7 meses solo se produjo 

con 6 meses de EF.  

La actividad horizontal de los ratones 3xTg-AD se vio disminuida en ambos sexos y 

edades (ANOVA, machos 4 meses: F(3,36)=4.652, P=0.0076; hembras 4 meses: 

F(3,36)=5.477, P=0.0033; machos 7 meses: F(5,66)=4.154, P=0.0024; hembras 7 meses: 

F(5,59)=5.676, P=0.0002). Debido a los tratamientos, se produjeron mejoras en los 

machos de 7 meses de edad (Figura 10 C, D). La actividad vertical fue 

significativamente menor en las hembras 3xTg-AD de 4 meses (ANOVA, F(3,36)=7.862, 

P=0.0004), aunque se pudo observar una tendencia a que estar disminuida en los 

machos de ambas edades (Figura 10 E, F). 

Los demás datos medidos se pueden observar en las Tablas 11A, 11B, 11C y 11D, 

donde se aprecia que a los 4 meses de edad no se encontraron afectaciones 

significativas. Sin embargo, los ratones 3xTg-AD machos de 7 meses presentaron 

retardadas las latencias de exploración horizontal y la de realización de la higiene 

(Student´s test, P<0.05: NTg SED vs Tg SED para ambas). En ellos también se encontró 

disminuido el tiempo que dedicaron a la higiene (Student´s test, P<0.05: NTg SED vs 

Tg SED). Los tratamientos de EF produjeron recuperación de estos patrones afectados 

(Tablas 11A y 11C).  

Por su parte en las hembras 3xTg-AD de 7 meses de edad se observó retardada la 

latencia de entrada a la periferia del campo abierto (Student´s test, Tg SED P<0.05), 
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donde solo el tratamiento de 6 meses de EF produjo recuperación. También en ellas se 

encontró disminuida la latencia de higiene, sin que los tratamientos produjeran 

recuperación (ANOVA, F(5,59)=9.463, P<0.0001) (Tablas 11B y 11D). 

 

1.4.3. Caja oscura/iluminada 

En los machos de 4 y 7 meses observamos aumentada la latencia de entrada al área 

blanca (Figura 11 A, B) (Student´s test, P<0.05: NTg SED vs Tg SED para ambos). Se 

produjo una disminución más clara de esta latencia con la terapia de 6 meses de EF. 

Además, en esta prueba observamos afectada la emotividad de los ratones 3xTg-AD 

machos de 4 meses de edad, dado por el aumento del número de defecaciones, que 

recuperó los valores esperados con el tratamiento de un mes de EF (Student´s test, 

P<0.05: NTg SED vs Tg SED) (ver Tabla 11A). 

En los machos 3xTg-AD de 7 meses de edad se encontró disminuido el tiempo de 

permanencia en el área blanca (Student´s test, P<0.01: NTg SED vs Tg SED), que 

aumentó con ambas terapias de EF. Además, en ellos se observó disminuida el número 

de entradas al área en cuestión (ver Tabla 11C) (ANOVA, F(5,66)=6.699, P<0.0001). 

En ambos sexos y edades evaluadas observamos perfiles ansiosos en los ratones 3xTg-

AD (Figura 11  y Tablas 11A, 11B, 11C y 11D), aunque este patrón no se manifestó en 

en las hembras de 4 meses de edad. En las 3xTg-AD de 7 meses se observó retardada la 

latencia de salida al área blanca, que se recuperó claramente con un tratamiento de 6 

meses de EF (Figura 11 B) (ANOVA, F(5,59)=4.351, P=0.0018). Este tratamiento 

también produjo un aumento del tiempo de permanencia en esta área en los ratones 

hembras 3xTg-AD (ver Tabla 11D) (Student´s test, P<0.05: Tg SED vs Tg EXE-6M). 
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Figura 10. Campo abierto. Afectaciones conductuales del 3xTg-AD a los 4 y 7 meses de edad. 
El EF voluntario produjo un aumento de la motivación por la deambulación en ambos sexos y 
edades. También se observan mejoras en la actividad exploratoria de los machos de 7 meses de 
edad. (A) y (B) Latencia de movimiento, (C) y (D) Actividad horizontal, (E) y (F) Actividad 
vertical. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls 
Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg SED de su 
edad;  #p<0.05, Tg EXE comparado al Tg SED de su edad; &&p<0.01, comparando SED de 7 
meses al SED de 4 meses de cada genotipo y %p<0.05, comparando EXE-1M al EXE-6M de 
cada genotipo. 
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1.4.4. Caja de 4 agujeros 

Cuando expusimos los animales ante un ambiente novedoso, como es la caja de 4 

agujeros, observamos que los ratones 3xTg-AD machos tenían disminuida la curiosidad 

por lo desconocido, con una latencia de inicio de exploración de los agujeros aumentada 

(Student´s test, P<0.01: NTg SED vs Tg SED a los 4 meses de edad; ANOVA, 

F(5,66)=3.512, P=0.0071 a los de 7 meses de edad). Esta latencia disminuyó con los 

tratamientos (ver Tablas 11A y 11C). Además, en los ratones machos 3xTg-AD de 7 

meses de edad también se encontró disminuido el número de exploraciones (Student´s 

test, P<0.01: NTg SED vs Tg SED) (ver Tablas 11A y 11C) y el tiempo de exploración 

(ANOVA, F(5,66)=8.014, P<0.0001) (Figura 12 A). Ambos patrones aumentaron con el 

tratamiento de 6 meses de EF. En los ratones de 4 meses, el EF también aumentó el 

número de exploraciones (Student´s test, P<0.01: Tg SED vs Tg EXE). Además, en esta 

prueba se econtró aumentada el número de defecaciones de los machos 3xTg-AD de 7 

meses de edad (ANOVA, F(5,66)=5.817, P<0.0002) (ver Tablas 11A y 11C). 

Las hembras 3xTg-AD de estas edades no presentaron marcadas afectaciones en los 

patrones de exploración respecto a las NTg SED (ver Tablas 11B y 11D y Figura 12 B). 

No obstante, a los 7 meses de edad se observó disminuido el tiempo de exploración 

(ANOVA, F(5,59)=4.542, P=0.0013). Este valor aumentó con ambos tratamientos (Figura 

12 B).  
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Figura 11. Caja oscura/iluminada. Efecto del EF sobre la ansiedad del ratón 3xTg-AD. (A) y 
(B) Latencia de salida al área iluminada. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-
way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05 **p<0.01 comparados al 
NTg SED de su edad;  #p<0.05, Tg EXE comparado al Tg SED de su edad; &&p<0.01, 
comparando SED de 7 meses al SED de 4 meses de cada genotipo. 
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Figura 12. Caja de 4 agujeros. El tratamiento de 6 meses de EF produjo un aumento en la 
conducta exploratoria del 3xTg-AD. (A) y (B) Tiempo total de exploración de los agujeros. 
Se muestran las medias ± SEM. Estadística:  One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01 comparados al NTg SED de su edad;  ##p<0.01, Tg 
EXE comparado al Tg SED de su edad; &&&p<0.001, comparando SED de 7 meses al SED de 
4 meses y %p<0.05, %%p<0.01 comparando EXE-1M a EXE-6M de cada genotipo. 
 

1.5. Adquisición y retención del aprendizaje en el MWM 

En los ratones 3xTg-AD de ambos sexos encontramos problemas cognitivos respecto 

del control NTg desde los 4 meses de edad. Aunque a esta edad no se encontraron 

diferencias destacables en el aprendizaje (Figura 13), sí se observaron en la retención, 

que mejoró significativamente con el tratamiento de EF en las hembras (Figura 14). A 

los 7 meses de edad los machos NTg SED y Tg EXE-6M bajaron sus latencias más de 

15 segundos de media con respecto al primer día; sin embargo los Tg SED y los Tg 

EXE-1M lo hicieron solo 7 segundos (Figura 13). En el aprendizaje, solo se observó un 

efecto entre los grupos en las hembras (Anova, 4 meses: F(3,216)=3.146, P=0.0260; 7 

meses: F(5,348)=5.101, P=0.0002). El efecto de los días se observó en todos los grupos 

(ANOVA, machos 4 meses: F(5,216)=10.00, P<0.0001; hembras 4 meses: F(5,216)=6.266, 

P<0.0001; machos 7 meses: F(5,396)=20.40, P<0.0001; hembras 7 meses: F(5,348)=19.90, 

P<0.0001). En las hembras de 7 meses de edad se observaron las menores latencias en 

los Tg EXE-1M, que al quinto día fue significativamente menor que la de los Tg SED 

(Figura 13). En la prueba de retención se confirmó que los machos que recibieron un 

tratamiento de 6 meses de EF presentaron mejoras cognitivas, indicada por la mayor 

permanencia en el cuadrante donde debía estar la plataforma que en el opuesto (Figura 

14). En las hembras de 7 meses de edad se obtuvo un buen resultado con ambos  

tratamientos (Figura 14).  
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Figura 13. Laberinto acuático de Morris. Latencias de llegada a la plataforma. No se apreciaron 
diferencias significativas en el aprendizaje, aunque las mayores latencias de llegadas a la 
plataforma fueron para los Tg SED comparadas a los NTg SED. Se muestran las medias ± SEM. 
Estadística: Two-way ANOVA Bonferroni posttests, #p<0.05, Tg EXE-1M comparado al Tg 
SED. 
 

1.6. Evaluación del estado del estrés oxidativo cerebral 

Para determinar el estado de estrés oxidativo cerebral determinamos los niveles de 

GSH, GSSG y de LPO. Además realizamos determinaciones de la actividad de las 

principales enzimas involucradas en estos procesos (GPx, GR, SOD-CuZn y SOD-Mn). 

Todas estas determinaciones se realizaron con una muestra de corteza cerebral. 

 

1.6.1. Niveles de lípidos oxidados 

Al determinar los niveles de LPO encontramos que no habían variaciones significativas 

a los 4 meses de edad entre los ratones 3xTg-AD y los controles NTg, pero que sí 

estaban aumentados en ambos sexos a los 7 meses (Figura 15). El EF indujo la 

disminución de los LPO. Los niveles de los LPO se encontraron más elevados en los 

machos a los 7 meses de edad que en los de 4, pero no ocurrió así en las hembras, donde 

los niveles se mantuvieron estables con el avance de la edad. 
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Figura 14. Laberinto acuático de Morris. Se muestra la prueba de retención del aprendizaje con 
afectaciones cognitivas en el ratón 3xTg-AD desde los 4 meses de edad. El EF siempre produjo 
mejoras, pero fue el tratamiento preventivo de 6 meses de EF quien dio los mejores resultados. 
Se muestran las medias ± SEM del tiempo de permanencia en el cuadrante de la plataforma y su 
opuesto. Estadística: Two-way ANOVA Bonferroni posttests, **p<0.01, ***p<0.001 
comparando el cuadrante plataforma contra su opuesto en cada grupo. 
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Figura 15. Lípidos oxidados. El aumento de los LPO se hace evidente a los 7 meses de edad. El 
tratamiento de EF indujo recuperación. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way 
ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01 comparados al NTg 
SED de su edad; ##p<0.01, Tg EXE comparado al Tg SED de su edad y  &&&p<0.001, 
comparando SED de 7 meses al SED de 4 meses. 
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1.6.2. Niveles de GSH y GSSG 

Los niveles de GSH no se encontraron significativamente diferentes a estas edades entre 

los dos genotipos (Figura 16). El tratamiento de EF produjo una tendencia a aumentarlo 

en los machos 3xTg-AD de 4 meses de edad. En las hembras se apreció un aumento de 

estos niveles con el avance de la edad, en ambos genotipos. 

El GSSG se encontró aumentado en los machos 3xTg-Ad de 7 meses de edad (Student´s 

test, P<0.01: NTg SED vs Tg SED). Ninguno de los dos tratamientos de EF aplicados 

en estos animales produjo disminución de estos niveles. En machos de ambos genotipos 

se produjo un aumento de los niveles del GSSG con el avance de la edad. Sin embargo, 

en las hembras esto solo se produjo en las 3xTg-AD. 

 

1.6.3. Actividad enzimática antioxidante 

En las figuras 17 y 18 se muestra que los ratones 3xTg-AD de 4 meses de edad no 

presentan afectaciones en la actividad de las enzimas analizadas. A los 7 meses se 

observaron afectaciones significativas, pero principalmente en los machos. La actividad 

de la GPx se encontró disminuida en ambos sexos a esta edad (Figura 17). Los 

tratamientos de EF aumentaron su actividad. No se apreció que la actividad de la 

enzima aumentara con la edad en ninguno de los 2 genotipos. La GR se midió en los 

animales de 7 meses de edad y su actividad solo se encontró disminuida en las hembras 

Tg SED respecto al control NTg SED. El tratamiento de un mes de EF indujo un 

aumento significativo de la actividad de esta enzima (Figura 17). 

La actividad de la SOD-CuZn  se encontró significativamente aumentada en los Tg SED 

de 7 meses de edad y este resultado también se observó en los que se expusieron a un 

tratamiento de 6 meses de EF. La actividad de esta enzima, en los animales de esta 

edad, bajó a niveles similares al control NTg SED con el tratamiento de 1 mes de EF 

(Figura 18). Tanto en hembras como en machos 3xTg-AD la actividad de la SOD-CuZn 

aumentó con el avance de la edad, pero en los NTg este aumento solo se produjo en las 

hembras. La SOD-Mn fue similar en todos los grupos y edades. No obstante, en los 

3xTg-AD de 7 meses de edad, se apreció un aumento de su actividad en los grupos Tg 

SED y Tg EXE-6M (Student´s test, P<0.05: NTg SED vs Tg SED, P<0.01: NTg SED vs 

Tg EXE-6M). 
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Figura 16. Glutatión reducido y oxidado. Se observan afectaciones del ciclo del glutatión en los 
machos de 7 meses de edad. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA 
Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ***p<0.001 comparados al NTg SED de su edad; 
#p<0.05, Tg EXE comparado al Tg SED de su edad;  &p<0.05, &&&p<0.001 comparando SED de 
7 meses al SED de 4 meses y %p<0.05 comparando EXE-1M a EXE-6M de cada genotipo. 
 

. 1.7. Western blot 

La expresión del GDNF, NMDAR2B y de la sinaptofisina, en los animales de 7 meses 

de edad, se midió en muestras de hipocampo. El GDNF se encontró disminuido en los 

machos y el EF produjo su recuperación, pero con mayor importancia cuando se aplicó 

el tratamiento de un largo período de duración (Figura 19 A y C). En las hembras el 

GDNF no se vio afectado, pero el tratamiento de un mes de EF produjo un aumento de 

su valores (Figura 19 B y D).  

No se encontraron diferencias significativas entre los ratones 3xTg-AD y el control NTg 

de ambos sexos, en cuanto a los valores del subtipo R2B del receptor NMDA (Figura 

20) y de la sinaptofisina (Figura 21). No obstante, se apreció una tendencia a que el 

receptor NMDAR2B estuviera disminuido en los machos 3xTg-AD y a que se 

recuperara con el EF (Figura 20 C). El EF de 6 meses también produjo una tendencia a 

aumentar la sinaptofisina en los machos de ambos genotipos, pero más claramente en el 

grupo control (Figura 21 A y C). 
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Figura 17. Actividad enzimática cerebral de la GPx y GR. Los tratamientos de EF aplicados, en 
general, tienden a aumentar la actividad de este complejo enzimático. Se muestran las medias ± 
SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05 
comparados al NTg SED de su edad; #p<0.05, ##p<0.01, Tg EXE comparado al Tg SED de su 
edad. 
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Figura 18. Actividad enzimática cerebral de la SOD-CuZn y SOD-Mn. A los 7 meses de edad se 
encontró aumentada la actividad de estas enzimas en los ratones machos 3xTg-AD de 7 meses 
de edad respecto el NTg. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA 
Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01 comparados al NTg SED de su 
edad; #p<0.05, Tg EXE comparado al Tg SED de su edad, &p<0.05, &&&p<0.001, comparando 
SED de 7 meses al SED de 4 meses y %p<0.05 comparando EXE-1M a EXE-6M de cada 
genotipo. 
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Figura 19. Western Blot. (A) y (B) Expresión proteica del GDNF (anti-GDNF 1:800) detectado 
por western blot (60 μg prot/carril), la β –Tubulina se utilizó como control de carga (1: 50 000); 
(C) y (D) Cuantificación de los niveles de expresión proteica del GDNF. Se muestran las 
medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, 
*p<0.05, **p<0.01 comparados al NTg SED;  ##p<0.01, Tg EXE comparado al Tg SED; 
%p<0.05, %%%p<0.001 comparando a EXE-1M y EXE-6M de cada genotipo. 
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Figura 20. Western Blot. (A) y (B) Expresión proteica del NMDAR2B (anti-NMDAR2B 1: 
500) detectado por western blot (60 μg prot/carril), el GAPDH se utilizó como control de carga 
(1: 3000); (C) y (D) Cuantificación de los niveles de expresión proteica del NMDAR2B. Se 
muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test. 
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Figura 21. Western Blot. (A) y (B) Expresión proteica de la sinaptofisina (anti-sinaptofisina 1: 8 
000) detectada por western blot (60 μg prot/carril), el GAPDH se utilizó como control de carga 
(1: 3000); (C) y (D) Cuantificación de los niveles de expresión proteica  de la Sinaptofisina. Se 
muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test. 
 
 
2. DISCUSIÓN  
 

Mediante este trabajo hemos querido determinar en que medida un período, corto o 

largo, de EF voluntario, aplicado en etapas tempranas de la vida de este modelo animal, 

puede afectar el comienzo y el progreso de la enfermedad. El modelo animal que 

utilizamos en este trabajo, como se ha comentado antes, es un modelo tripletransgénico 

que va desarrollando un fenotipo neuropatológico progresivo, relativo a la edad, que 

incluye los depósitos de Aβ y los ovillos neurofibrilares en correspondencia a lo que 

ocurre en humanos (Oddo et al., 2003a; Mastrangelo and Bowers, 2008). De acuerdo a 

lo planteado por estos autores, en nuestro trabajo los resultados muestran, que con el 

avance de la edad, en el modelo 3xTg-AD se van incrementando las afectaciones 

conductuales, cognitivas y del estado de estrés oxidativo cerebral. 

 

2.1. Ensayo de habilidades sensoriales y motoras 

En nuestro trabajo la función sensorial y motora de los 3xTg-AD no se encontró 

afectada y el EF, en ambos genotipos, hizo que mejoraran el equilibrio, la coordinación 

motora y la fuerza muscular. Estos resultados concuerdan con lo observado por 
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Giménez-Lort et al., al aplicar un tratamiento de EF forzado en machos y hembras de 

este modelo, a los 7 meses de edad (Giménez-Llort et al., 2010). Si bien es cierto que a 

los 6 meses de edad ha sido descrito que este modelo presenta Aβ intraneuronal 

inmunoreactiva, déficits sinápticos, disminución de la LTP (Oddo et al., 2003) y 

deficiencia del aprendizaje y de la memoria (Giménez-Llort et al., 2007; Billings et al., 

2005), se ha publicado que solo en las etapas más avanzadas presentan leves 

deficiencias sensoriales (Giménez-Llort et al., 2007). En otros estudios realizados con 

transgénicos para la EA también se muestran pocas diferencias motoras en edades 

tempranas (King et al., 1999; Arendash et al., 2001; King and Arendash, 2002).  

 

2.2. Función inmuno-endocrina 

Ya desde los 2.5 meses de edad se han encontrado diferencias significativas entre el 

peso del ratón 3xTg-AD macho y el control NTg (Giménez-Llort et al., 2007). En 

correspondencia con este estudio anterior,  en nuestro trabajo los machos Tg SED de 4 

meses presentaron mayor peso corporal que los controles NTg SED. A los 7 meses de 

edad se mantuvo este efecto. El tratamiento de 6 meses de EF produjo una disminución 

significativa del peso corporal con un efecto mayor en las hembras. En un trabajo 

anterior, donde aplicamos un período corto de EF forzado en el modelo de ratón 3xTg-

AD, no encontramos una disminución del peso corporal con el tratamiento ni en machos 

ni en hembras (Giménez-Llort et al., 2010). No obstante, se ha mostrado cierta 

capacidad del EF para disminuir el peso corporal, utilizando ratas como modelo animal 

(Sene-Fiorese et al., 2008; Sakurai et al., 2010). 

El bazo de estos animales 3xTg-AD lo encontramos aumentado respecto al control NTg 

SED, sin que el EF produjera algún efecto claro sobre el peso del mismo. Se ha 

sugerido que el EF puede producir una disminución de los linfocitos T del bazo, pero 

que este efecto parece que no es más que una sustancial redistribución de las células T, 

dentro y fuera de los órganos linfoides, que hace que pueda aumentar la vigilancia y 

actuación del sistema inmune (Krüger and Moren 2007).  

  

2.3. Evaluación conductual 

Los cambios en la actividad horizontal y vertical, con una conducta exploratoria 

reducida, han sido observados en el 3xTg-AD de 2.5, 6 y 7 meses de edad (Giménez-

Llort et al., 2007; 2010). Estos resultados concuerdan con lo encontrado en el presente 

estudio, donde los Tg SED comenzaron la deambulación y la exploración tardíamente. 
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No obstante, hay algunos estudios donde observan hiperactividad en el campo abierto 

en ratones jóvenes, transgénicos para la EA (King and Arendash, 2002; King et al., 

1999). En un trabajo realizado por Pietropaolo et al., (2008b), con el modelo 3xTg-AD 

y con tratamiento de EF similar, se describe una mejor adaptación al ambiente 

desconocido, lo cual corroboramos en este trabajo, donde además observamos que se 

recuperó la motivación por la deambulación. 

En el trabajo de caracterización conductual del modelo 3xTg-AD, realizado por 

Giménez-Llort et al. (2007) a diferentes edades, se observó que las afectaciones 

conductuales relacionadas con la ansiedad se presentan a los 6 meses de edad. En 

correspondencia con ese trabajo nuestros resultados muestran una conducta ansiosa a 

los 7 meses de edad. Esta conducta fue revertida con el tratamiento de 6 meses de EF, 

en especial en hembras. El efecto ansiolítico del EF voluntario observado en este trabajo 

coincide con lo publicado por Pietropaolo et al. (2008b), en un trabajo similar con este 

modelo animal. No obstante, vale decir que en su tratamiento los animales fueron 

estabulados individualmente y nosotros lo hicimos en grupos de 5; además para medir la 

ansiedad empleó un laberinto en cruz elevado y nosotros utilizamos la caja 

oscura/iluminada. Estos factores pudieron influir en que viéramos el efecto ansiolítico 

del EF tanto en hembras como en machos. Ha sido sugerido que la interacción entre las 

actividades cognitivas, sociales y físicas puede ser esencial para obtener los beneficios 

cognitivos/neurológicos y que no es suficiente una sola de estas actividades (van Praag 

et al., 2000; Cracchiolo et al., 2007).   

Nuestros resultados muestran una disminución de la curiosidad de los grupos 3xTg-AD 

y esto ha estado en correspondencia con diferentes estudios con animales transgénicos, 

donde se ha observado una disminución en los rangos de alternancia espontánea en el 

laberinto en forma de “Y” y en el laberinto en “T” (pruebas que se basan en la 

curiosidad natural de estos animales) (Arendash et al., 2001; Holcomb et al., 1999; King 

and Arendash, 2002; Lalonde et al., 2003). El tratamiento de EF durante 6 meses hizo 

que los 3xTg-AD de ambos sexos recuperaran la curiosidad y que aumentaran la 

exploración. Este resultado puede ser de gran importancia si tenemos en cuenta que la 

disminución de la curiosidad y el aumento de la apatía han sido descritas en pacientes 

con la EA (Daffner et al., 1992) y que es la apatía el síntoma que más empeora con la 

progresión de la enfermedad hasta el punto de ser considerado el síntoma más severo 

(Spalletta et al., 2004).  
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2.4. Laberinto acuático de Morris 

En diversos estudios se ha demostrado que la actividad física mejora la función 

cognitiva durante el envejecimiento (Barnes et al., 2003; Colcombe & Kramer, 2003). 

Este hecho ha propiciado que se realizaran investigaciones con modelos transgénicos de 

la EA, a diferentes edades y duración del tratamiento de EF, y en los que se obtuvieron 

tanto resultados positivos (Adlard et al., 2005; Nichol et al, 2007; 2009; Parachikova et 

al., 2008) como negativos (Wolf et al., 2006; Richter et al., 2008). Los déficits 

funcionales en las pruebas de aprendizaje y memoria han sido documentados en los 

estudios de varias líneas de ratones transgénicos con mutaciones de APP, doble 

mutantes APP/PS-1 y triple mutantes APP/PS-1/Tau (Hsiao et al., 1996; Gordon et al., 

2001; Kotilinek et al., 2002; Giménez-Llort et al., 2007).  

La disminución cognitiva de los ratones 3xTg-AD, detectada a través del MWM, se ha 

observado que comienza sobre los 4 meses de edad, hecho que coincide con el inicio de 

los depósitos intracelulares de Aβ (Billings et al., 2005; Giménez-Llort et al., 2007) y en 

nuestro trabajo encontramos esta alteración cognitiva, en correspondencia con los 

estudios citados.  

En las hembras todos los tratamientos produjeron recuperación cognitiva significativa, 

lo que está de acuerdo con estudios similares donde, a diferentes edades, con períodos 

cortos o largos de EF en rueda de actividad y mediante diferentes pruebas cognitivas, 

observaron mejoras en modelos de ratones transgénicos para la EA (Adlard et al., 2005; 

Nichol et al., 2007; 2009). Sin embargo, los efectos en los machos fueron menos 

amplios, ya que solo fue significativamente efectivo el tratamiento de 6 meses de EF 

comenzado en ratones de un mes de edad. 

 

2.5. Estado del estrés oxidativo cerebral 

Los efectos del EF se ha visto que son muy complejos y pueden incluir neurogénesis vía 

factores neurotróficos, incremento de la capilarización, disminución del daño oxidativo 

e incremento de la degradación proteolítica por el proteosoma  (Szabo et al., 2010; 

Radak et al., 2008a; Adlard et al., 2005; Adlard & Cotman, 2004; Navarro et al., 2004). 

Desde la pasada década comenzó a aclararse el efecto beneficioso del EF sobre la 

función cerebral así como el papel preventivo o terapéutico que este puede jugar en las 

enfermedades asociadas con el estrés oxidativo (Mattson et al., 2004; Mattson and 

Magnus, 2006).  
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La elevación de los LPO hallada por nosotros está de acuerdo con lo reportado por 

Resende et al. (2008) en este modelo animal, entre los 3 y 5 meses de edad. Además, en 

diferentes estudios post-mortem sobre la EA en humanos también han encontrado 

aumentados los LPO (Subbarao et al., 1990; Balazs and Leon 1994; Lovell et al., 1995; 

Sayre et al., 1997). Con el EF observamos que hubo una mayor recuperación de este 

valor en las hembras y creemos que probablemente se deba a que en estas se produjo 

una mayor actividad de la GPx y GR. Una mayor actividad del complejo enzimático 

GPx/GR resulta en una mejor eficiencia de la desintoxicación del peróxido de hidrógeno 

(Desagher et al., 1996). Además, se ha publicado que la GPx es una enzima importante 

para proteger de la peroxidación de los lípidos (Markesbery, 1997; Ursini and Bindoli, 

1987).  

Por otra parte, el sistema enzimático GPx/GR regula el equilibrio entre el GSH y el 

GSSG (Maas, 1990). El GSH es considerado uno de los antioxidantes no enzimáticos 

más relevantes del organismo (Chauhan and Chauhan, 2006). El EF en las hembras 

produjo una activación de este sistema, lo cual creemos que debió de haber influido en 

que los niveles de GSH y GSSG se mantuvieran adecuadamente. Sin embargo, en los 

machos de 7 meses de edad encontramos una alteración de esta relación, que pudo ser 

debido a que no hubo un equilibrio entre la activación de la GR y de la GPx, por lo que 

el metabolismo del glutatión pudo quedar desplazado hacia la producción de GSSG. Por 

otra parte podemos suponer que el mejor funcionamiento del metabolismo del glutatión 

en hembras se debió también a que, como ha sido mostrado en otros órganos, los 

estrógenos pueden proteger de la disminución del contenido de GSH (Liu et al., 2004). 

En cuanto a los efectos del EF sobre las actividades de las enzimas antioxidantes 

podemos decir que Somani et al. (1995) observaron que estos son variables y 

dependientes de las regiones cerebrales. En nuestro trabajo, a los 4 meses de edad los 

ratones 3xTg-AD no presentaron afectaciones en la actividad de las enzimas analizadas 

pero sí a los 7 meses. El EF actuó regulando esta actividad. Ha sido sugerido que el EF 

puede modificar la actividad de la SOD y de la GPx (Devi and Kiran, 2004; Somani and 

Husain, 1996), aumentando en unas regiones y disminuyendo en otras, o no producir 

variaciones en la actividad (Aksu et al., 2009; Ozkaya et al., 2002; Somani et al., 1995). 

Además del sistema GPx/GR, la actividad de la SOD se ha relacionado con la 

protección del daño oxidativo y las mejoras cognitivas en algún modelo de 

envejecimiento (Liu et al., 2003). En otro trabajo con un modelo murino de la EA se 

muestra que al reducir la actividad de la SOD-CuZn  hay un incremento de los niveles 
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de LPO (Schuessel et al., 2005) y en otro modelo de esta enfermedad deficiente de 

SOD-Mn se asocia con el incremento de los niveles de Aβ y la formación de la placa (Li 

et al., 2004a). En un trabajo realizado por Navarro et al. (2004), observan que aumenta 

la actividad de la SOD-CuZn y SOD-Mn en el cerebro de los ratones y relacionan este 

efecto con el aumento de la actividad antioxidante asociada con el EF.  

 

2.6. Western blot 

Hemos medido la expresión del GDNF, de la subunidad R2B del NMDA y de la 

sinaptofisina, en los animales de 7 meses de edad, como posibles proteínas implicadas 

en las mejoras conductuales y cognitivas encontradas. Se ha dicho que el GDNF juega 

un papel importante en la supervivencia celular y en la plasticidad de las neuronas, 

principalmente en el hipocampo (ver ref. Lindvall et al., 1994). Además se ha sugerido 

que existe una relación entre la expresión del GDNF y los procesos de envejecimiento 

(Zaman et al., 2003). En nuestro trabajo observamos que el EF produjo un aumento de 

los niveles del GDNF, lo cual concuerda con dos trabajos publicados en que muestran 

también un aumento en el contenido de GDNF cuando aplican tratamientos de EF 

(Kleim et al., 2003; Tajiri et al., 2010).  

Por su parte el subtipo R2B, de los recetores NMDA, se ha dicho que juega un papel 

importante en procesos relacionados con la memoria, como la LTP (Berberich et al., 

2005; Fox et al., 2006; Bartlett et al., 2007). Cuando realizamos las determinaciones de 

esta subunidad observamos que el EF produjo una tendencia a aumentar la cantidad de 

esta proteína. Dietrich et al. (2005), publicaron que un tratamiento de cuatro semanas de 

EF voluntario en animales de 2 meses de edad produjo un aumento de la fosforilación 

del NMDAR2B pero no de los valores totales de esta subunidad. En otro trabajo, donde 

utilizaron un período de EF de 7 a 10 días en ratones de 3 a 5 semanas de edad, tampoco 

encontraron aumentados los valores del NR2B el giro dentado (Vasuta et al., 2007). No 

obstante, otros autores muestran la capacidad del EF voluntario de actuar incrementando 

los niveles de la subunidad R2B en el giro dentado de ratas machos adultas (Farmer et 

al., 2004), o aplicado en combinación con una dieta regular o enriquecida con omega-3 

(Chytrova et al., 2010). Además, en varios trabajos se ha asociado este aumento con la 

mejora cognitiva (Tang et al., 1999; Xu et al., 2005; Chytrova et al., 2010). 

La sinaptofisina es una proteína que está presente en las vesículas pre-sinápticas y juega 

un importante papel en la fusión de las vesículas a la membrana presináptica para el 

desarrollo correcto de las sinapsis (Edelmann et al., 1995; Valtorta el at., 2004). En este 
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trabajo no encontramos diferencias entre los ratones 3xTg-AD y los controles NTg 

SED, a los 7 meses de edad. Sin embargo, otros autores han mostrado una disminución 

significativa de esta proteína en el córtex de este modelo animal a los 7 meses de edad 

(Hedberg et al., 2010). También, en algunos de los modelos de ratones transgénicos 

para la EA se ha podido observar una disminución de los niveles de esta proteína 

(Dumont et al., 2009a). No obstante, nosotros sí hemos observado una clara tendencia a 

que aumentaran los niveles de la misma con el EF. Resultados que están de acuerdo con 

lo publicado en algunos trabajos donde se ha visto que el EF aumentó la sinaptofisina en 

diferentes modelos animales (Vaynman et al., 2006; Hescham et al., 2009; Macías et al., 

2009).  
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CAPÍTULO 2. MELATONINA, EJERCICIO FÍSICO VOLUNTARIO O LA 

COMBINACIÓN DE AMBOS TRATAMIENTO COMO TERAPIA PARA LA 

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 

1. RESULTADOS 

   

En este experimento utilizamos ratones machos 3xTg-AD de 12 meses de edad que se 

sometieron a 6 meses de EF voluntario (Tg EXE), o a un tratamiento con melatonina 

(Tg Mel), o a la combinación de los dos tratamientos (Tg EXE-Mel) desde los 6 meses 

de edad. Utilizamos controles NTg y Tg, ambos sin ningún tratamiento pero en las 

mismas condiciones de estabulación. A los 12 meses de edad todos los animales se 

evaluaron en cuanto a los patrones sensoriales y motores, conductuales y cognitivos. 

Luego fueron sacrificados y medimos el estado de estrés oxidativo en corteza cerebral y 

la variación de la expresión proteica del NMDAR2B y la sinaptofisina mediante 

Western Blot en un muestras de bulbo olfatorio (BO). 

 

1.1. Distancia recorrida en la rueda de actividad 

La distancia promedio recorrida por cada ratón de cada semana, durante el tiempo de 

exposición a la rueda de actividad, se estimó según el número de los ratones en cada 

caja y los recuentos de cada rueda (Figura 22). Solo se apreció diferencia significativa 

entre los dos grupos expuestos a la rueda de actividad en el valor promedio de la 

segunda semana. Se produjo una interacción entre las semanas (ANOVA, semanas 

F(23,432)=4.975 P<0.0001).  

 

1.2. Función sensorial y motora 

La función sensorial se encontró afectada a esta edad en los ratones Tg (Tabla 12) 

(ANOVA, F(4,54)=4.114, P=0.0056), con un efecto beneficioso con cualquiera de los 

tratamientos aplicados. No obstante, este grupo presentó buena coordinación y 

equilibrio. Los tratamientos que incluyeron el EF aumentaron este tipo de respuesta.  

 
1.3. Función inmuno-endocrina 

En la Tabla 13 podemos observar que todos los tratamientos aumentaron la 

supervivencia, que se vio afectada en el grupo Tg. No se encontraron diferencias entre 

el peso corporal de los ratones del grupo Tg y los NTg. Curiosamente sí apreciamos un 
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aumento del peso con los tratamientos de melatonina y de EF. Aunque el porcentaje de 

peso del tejido adiposo blanco (WAT) no fue significativamente mayor en el grupo Tg, 

los tratamientos indujeron una considerable disminución de su valor, principalmente 

con el tratamiento de melatonina (ANOVA, F(4,42)=5.644, P=0.0010) (Figura 23 A). Por 

su parte el tejido adiposo marrón (BAT) del grupo Tg fue el que menor porcentaje de 

peso representó y el mayor efecto también se obtuvo cuando los 3xTg-AD se trataron 

con melatonina (ANOVA, F(4,42)=3.354, P=0.0180) (Figura 23 B). El timo (ANOVA, 

F(4,42)=4.355, P=0.0049) (Figura 23 C) y las glándulas adrenales (ANOVA, 

F(4,42)=8.987, P<0.0001) (Tabla 13) presentaron un menor porcentaje del peso total en 

los Tg. Solo la melatonina fue capaz de hacer recuperar el valor del timo. El EF 

favoreció la disminución del porcentaje de peso de las glándulas adrenales. No se 

observaron diferencias significativas entre los grupos en cuanto al porcentaje de peso 

del bazo de los animales. 
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Figura 22. Distancia en la rueda de actividad. Se aprecia un pequeño efecto del tratamiento y de 
las semanas. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: Two-way ANOVA Bonferroni 
posttests, *p<0.05 comparando Tg EXE al Tg EXE-Mel. 
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Tabla 12. Efectos de los tratamientos sobre la función sensorial y motora de los ratones machos 
3xTg-AD. 

      
 NTg 
(n=15) 

 
 Tg 
(n=13) 

 
Tg Mel 
 (n=10) 

 
Tg EXE 
  (n=14) 

 
Tg EXE-Mel 
      (n=7) 

Función sensorial y motora 
Prueba de reflejos  
Incidencia de ambos reflejos 

 
15/15 

 
8/13 

  
9/10 

 
14/14 

 
7/7 

 
Varilla de madera 

 

Equilibrio (permanencia, s) 10.0+ 1.4 18.2+ 1.2*** 18.6+ 0.9*** 19.9+ 0.1*** 20.0+ 0.0*** 
Coordinación (distancia, cm) 0.2+ 0.1 1.1+ 0.1 1.2+ 0.5 8.2+1.3***,&&& 9.9+ 1.8***,&&& 

 
Varilla de metal 

 

Equilibrio (permanencia, s) 2.3+ 0.7 2.7+ 0.5 4.1+ 0.6 6.1+ 1.2***,# 5.7+ 1.5 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 1.1+ 0.5 0.9+ 0.5 
 
Cuerda de metal (2 ensayos, 5 s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 1.1+ 0.3 2.7+ 0.4*** 3.1+ 0.5*** 2.7+ 0.3*** 2.6+ 0.4* 
Coordinación (distancia, cm) 0.03+ 0.03 0.04+ 0.04 0.10+ 0.07 0.14+ 0.11 0.07+ 0.07 

Elementos de suporte (n) 1.1+ 0.04 1.7+ 0.14*** 1.9+ 0.16*** 2.1+ 0.16*** 2.1+ 0.13*** 
 
Cuerda de metal (1 ensayo, 60 s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 1.8+ 0.5 11.8+ 4.8 9.8+ 5.7 3.5+ 0.5 8.5+ 4.7 
Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 1.1+ 0.7 0.7+ 0.5 0.2+ 0.1 0.9+ 0.7 

Elementos de suporte (n) 1.0+ 0 2.0+ 0.2*** 1.9+ 0.2*** 2.4+ 0.2*** 2.4+ 0.3*** 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison 
Test, *p<0.05, ***p<0.001 comparados al NTg;  #p<0.05 comparando los tratamientos al Tg; &&&p<0.001 
comparando Tg Mel a Tg EXE y a Tg EXE-Mel. 
 
 
Tabla 13. Efecto de los tratamientos sobre la función inmuno-endocrina. 

  
NTg 
(n=15) 

 
Tg 
(n=13) 

 
Tg Mel 
  (n=10) 

 
Tg EXE 
  (n=14) 

 
Tg EXE-Mel 
      (n=7) 

Supervivencia 15/15 13/18 10/13 14/15 7/8 
 
Peso Corporal  
Inicio del experimento (g) 30.1+ 0.3 32.0+ 1.0 31.1+ 0.4 31.1+ 0.5 30.6+ 0.7 
Final del experitmento (g) 29.7+ 0.6 30.7+ 1.2 32.6+ 0.9* 31.8+ 0.7* 31.7+ 1.0 
WAT (% respecto peso corporal) Ver Figura 23 (A) 

Adrenales (% respecto peso corporal) 0.07+ 0.01 0.05+ 0.01* 0.05+ 0.01* 0.03+ 0.00***,& 0.03+ 0.00*** 

Bazo (% respecto peso corporal) 0.41+ 0.04 0.37+ 0.01 0.42+ 0.07 0.39+ 0.02 0.47+ 0.06 
BAT (% respecto peso corporal) Ver Figura 23 (B) 
Thymus (% respecto peso corporal) Ver Figura 23 (C) 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05, ***p<0.001 comparados al NTg; &p<0.05 comparando Tg Mel a Tg 
EXE y a Tg EXE-Mel. 
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1.4. Patrones conductuales 

A pesar de la consistencia de las medias, debido a la dispersión de los resultados no 

encontramos diferencias estadísticas en algunas de las evaluaciones conductuales 

realizadas (ver Tabla 14). 

 

1.4.1. Neofobia 

El miedo a una nueva jaula de vida se hizo presente en los Tg con un significativo 

retraso en la exploración vertical de la misma (ANOVA, F(4,54)=5.410, P=0.0010) 

(Figura 24 A) y un menor número de exploraciones de las esquinas (ANOVA, 

F(4,54)=4.683, P=0.0026) (Figura 24 B). También se encontró afectada la actividad 

vertical total (ANOVA, F(4,54)=2.735, P=0.0381; Student´s test, P<0.05: NTg vs Tg) 

(Tabla 14). Los tres tratamientos influyeron positivamente en la recuperación de los 

patrones adecuados. 
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Figura 23. Afectación de la función inmuno-endocrina del ratón 3xTg-AD macho a los 12 
meses de edad. Los datos se expresan en porcentaje. (A) Porcentaje respecto al peso corporal 
total de la WAT, (B) BAT, (C) Timo y (D) Adrenales. Se muestran las medias ± SEM. 
Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01 
comparados al NTg;  #p<0.05, ###p<0.001  comparando los tratamientos al Tg. 
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Tabla 14. Afectaciones conductuales en los ratones 3xTg-AD macho a los 12 meses de edad y el efecto de 
los tratamientos.     

 NTg 
(n=15) 

Tg 
(n=13) 

Tg Mel 
 (n=10) 

Tg EXE 
 (n=14) 

Tg EXE-Mel 
      (n=7) 

Neofobia 
Actividad vertical (latencia, s) 

 
Ver Figura 24 (A) 

Números de corner (n) Ver Figura 24 (B) 
Actividad vertical (n) 1.7+ 0.5 0.3+ 0.1 1.4+ 0.4 1.8+ 0.4 0.7+ 0.4 
 
Campo abierto 

 

Latencia de movimiento (s) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 
Actividad horizontal (latencia, s) 1.7+ 0.3 28.1+ 23.8 2.5+ 0.6 8.4+ 3.0 4.4+ 0.8 
Entrada a periferia (latencia, s) 9.4+ 4.7 57.2+ 28.8 20.2+ 8.7 21.1+ 5.4 21.7+ 14.1 
Actividad vertical (latencia, s) 12.5+ 2.5 66.5+ 29.8 58.4+ 30.0 16.0+ 3.6 13.6+ 2.4 
Higiene (latencia, s) 136.6+ 18.9 169.2+ 22.5 124.7+ 12.9 164.0+ 18.3 132.6+ 11.0 
Actividad horizontal (n) 182.5+ 15.2 122.0+ 17.7** 85.3+ 24.2*** 66.2+ 13.6*** 64.6+ 11.7*** 
Actividad vertical (n) 43.7+ 4.0 19.4+ 3.6*** 19.9+ 5.4*** 19.2+ 2.3*** 20.6+ 4.0*** 
Duración de la higiene (s)  5.8+ 0.9 14.0+ 4.8 7.4+ 1.6 9.4+ 1.6 11.7+ 1.9 
Orina (n) Ver Figura 25 (A) 

Defecación (n) Ver Figura 25 (B) 
 
Caja oscura/iluminada 

 

Salida al área blanca (latencia, s) 21.4+ 7.7 43.0+ 7.7 60.3+ 27.9 27.1+ 6.5 11.0+ 3.9 
Tiempo en área blanca (s) 150.7+ 15.8 108.7+ 14.6 113.5+ 17.9 158.2+ 20.4 136.4+ 23.0 
Entradas al área blanca (n) 7.5+ 0.6 6.3+ 0.7 5.1+ 1.0 3.4+ 0.7***,# 4.9+ 0.8 
Orina (n) Ver Figura 26 (A) 

Defecación (n) Ver Figura 26 (B) 
 
Caja de 4 agujeros 

 

Latencia de movimiento (s) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 
Primera agujero (latencia, s) 5.2+ 0.9 32.9+ 12.5 30.5+ 12.6 9.4+ 3.2 5.3+ 2.2 
Cuatro agujeros (latencia, s) 58.3+ 10.3 151.5+ 29.7 115.6+ 34.5 100.1+ 29.1 117.0+ 48.2 
Tiempo de exploración (s) 25.7+ 2.5 16.1+ 3.1 32.2+ 15.7 26.5+ 2.4 27.0+ 5.0 
Número de exploraciones (n) Ver Figura 27 (A) 

Orina (n) Ver Figura 27 (C) 
Defecación (n) Ver Figura 27 (D) 
Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison 
Test, *p<0.05, ***p<0.001 comparados al NTg;  #p<0.05, ##p<0.01 comparando los tratamientos al Tg; 
&p<0.05, &&p<0.01 comparando Tg Mel con Tg EXE y Tg EXE-Mel. 

 

1.4.2. Campo abierto 

Observamos evidentes afectaciones conductuales en el grupo Tg (ver Tabla 14) respecto 

a la motivación por la deambulación en el campo abierto, con una clara tendencia a 

presentar aumentada las latencias medidas y una disminución significativa de la 

actividad horizontal (ANOVA, F(4,54)=9.154, P<0.0001) y vertical (ANOVA, 

F(4,54)=9.168, P<0.0001). También se vio afectada significativamente la emotividad, 

representada por el aumento de las defecaciones (Student´s test, P<0.05: NTg vs Tg, 

NTg vs Tg Mel)  y de la orina (ANOVA, F(4,54)=6.456, P=0.0003) (Figura 25). En 

 98



Resultados y Discusión                                                                                       Capítulo 2 
 

general, los tratamientos actuaron con una tendencia a mejorar las afectaciones 

observadas. 

 

1.4.3. Caja oscura/iluminada 

Los ratones del grupo Tg mostraron afectaciones en cuanto a los patrones relacionados 

con la ansiedad (ver Tabla 14). Presentaron la latencia de entrada al área blanca 

aumentada (Student´s test, P<0.05: NTg vs Tg) , con un menor tiempo de permanencia 

en esta área  (Student´s test, P<0.05: NTg vs Tg). Esta conducta se vio recuperada 

cuando el tratamiento llevó implícito el EF. En correspondencia con la prueba anterior 

(Campo abierto) también se encontró una  clara afectación de la emotividad (ANOVA, 

orina: F(4,54)=5.191, P=0.0013) (Figura 26). 
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Figura 24. Neofobia. Los ratones 3xTg-AD machos de 12 meses de edad presentaron una 
conducta inadecuada frente a la nueva jaula de vida. Se observa el efecto beneficioso de los 
tratamientos. (A) Número de exploraciones de las esquinas, (B) Latencia de exploración 
vertical. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls 
Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01 comparados al NTg; ##p<0.01  comparando los 
tratamientos al Tg. 
 

1.4.4. Caja de 4 agujeros 

La conducta exploratoria del grupo Tg se encontró disminuida, con un aumento de la 

latencia de inicio de exploración (Student´s test, P<0.05: NTg vs Tg), de la exploración 

de los 4 agujeros (Student´s test, P<0.01: NTg vs Tg), una disminución en el tiempo 

total de exploración de los agujeros (Student´s test, P<0.05: NTg vs Tg) y del número 

de exploraciones totales (ANOVA, F(4,54)=6.211, P=0.0003) (ver Tabla 14 y Figura 27 

A y B). Como en las dos pruebas anteriores aquí también se encontró alterada la 

emotividad (defecaciones: Student´s test, P<0.05: NTg vs Tg; orina: ANOVA, 

F(4,54)=3.166, P=0.0207) (Figura 27 C y D. Los tratamientos que actuaron más 

adecuadamente fueron el EF voluntario y la combinación de este con la melatonina. 
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Figura 25. Campo abierto. Afectación de la emotividad de los ratones 3xTg-AD machos. Se 
observa un efecto beneficioso con los tratamientos que incluyeron EF. (A) Número de orinas, 
(B) Número de defecaciones. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA 
Newman-Keuls Multiple Comparison Test, **p<0.01 comparados al NTg; #p<0.05, ##p<0.01  
comparando los tratamientos al Tg; &p<0.05, &&p<0.01 comparando el tratamiento de Mel 
contra EXE y EXE-Mel. 
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Figura 26. Caja oscura/iluminada. En correspondencia con el campo abierto aquí también se 
encontró afectada la emotividad de los 3xTg-AD. Efecto beneficioso de los tratamientos. (A) 
Número de orinas, (B) Número de defecaciones. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: 
One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ***p<0.001 comparados al NTg; 
#p<0.05 comparando los tratamientos al Tg. 
 

1.5. Adquisición y retención del aprendizaje en el MWM 

Al medir las latencias de llegada a la plataforma encontramos afectaciones en el 

aprendizaje de los 3xTg-AD. Se observó elefecto entre los grupos (ANOVA, 

F(4,54)=4.105, P=0.0029) y entre los días (ANOVA, F(4,325)=31.51, P<0.0001). Estas 

afectaciones se recuperaron con cualquiera de los tratamientos. Observamos que los 

ratones 3xTg-AD sin tratamientos presentaron las mayores latencias de llegada a la 

plataforma, a lo largo del período de aprendizaje, mientras que los demás grupos las 

bajaron adecuadamente. Los menores tiempos de llegada los encontramos con el grupo 

Tg EXE-Mel (Figura 28 A) .  
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La afectación en el aprendizaje se tradujo en una mala retención por parte del grupo Tg  

(Figura 28 B). El grupo Tg Mel fue el que mayor retención mostró, estando 

significativamente más tiempo en el cuadrante de la plataforma que en el opuesto.  

 

1.6. Evaluación del estado del estrés oxidativo cerebral 

 

1.6.1. Niveles de lípidos oxidados 

Los niveles de oxidación lipídica se encontraron muy aumentados en el grupo Tg 

(Figura 29). Todos los tratamientos fueron eficaces en la disminución del exceso de 

estos niveles. 
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Figura 27. Caja de 4 agujeros. Afectaciones en la conducta exploratoria de los ratones 3xTg-AD 
machos de 12 meses de edad. Efecto beneficioso de los tratamientos. (A) Número total de 
exploraciones; (B) Número de exploraciones acumuladas en cada minuto,; (C) Número de 
orinas y (D) Número de defecaciones. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way 
ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test para A, C y D; Two-way ANOVA 
Bonferroni posttests para B; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg; #p<0.05, 
##p<0.01  comparando los tratamientos al Tg y &p<0.05, &&p<0.01 comparando Mel contra EXE 
y EXE-Mel. 
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1.6.2. Niveles de GSH y GSSG 

Los niveles de GSH se encontraron disminuidos significativamente en los ratones 3xTg-

AD sin tratamiento pero no vimos diferencias respecto al control NTg en cuanto al 

GSSG (Figura 30 A y B). La relación GSH/GSSG en el grupo Tg se encontró con una 

clara tendencia a estar disminuida respecto al NTg (Figura 30 C). Los tratamientos 

aplicados actuaron en el sentido de la recuperación pero fue el tratamiento con 

melatonina el que produjo los mejores resultados. 

 

1.6.3. Actividad enzimática antioxidante 

En el grupo Tg los enzimas antioxidantes de la corteza cerebral presentaban disminuida 

significativamente su actividad (Figura 31 A-D). Todos los tratamientos fueron eficaces 

para recuperar la actividad enzimática pero la mejor respuesta la encontramos con el 

tratamiento de melatonina. 

Latencia de llegada
a la plataforma

1 2 3 4 5 6
0

5

10

15

20

25

30

35

40

45
NTg
Tg
Tg Me l
Tg EXE
Tg EXE-Me l

##

# ##

Tiempo (Días)

Ti
em

po
 (s

)

Prueba de retención

NTg Tg

Tg M
el

Tg EXE

Tg E
XE-M

el
0 .0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5

15.0

17.5

20.0

22.5

25.0

27.5 Cuad Plataforma
Cuad Opuesto

*** ***

*

Ti
em

po
 d

e 
pe

rm
an

en
ci

a 
(s

)

(A) (B)

 

Figura 28. Laberinto acuático de Morris. Afectaciones cognitivas de los ratones 3xTg-AD 
machos de 12 meses de edad. Se observa el efecto beneficioso de los tratamientos. (A) Latencia 
de llegada a la plataforma (B) Retención del aprendizaje. Se muestran las medias ± SEM. 
Estadística: Two-way ANOVA Bonferroni posttests, *p<0.05, ***p<0.001 en la prueba de 
retención comparando tiempo de permanencia en el cuadrante plataforma contra el cuadrante 
opuesto; #p<0.05, ##p<0.01 en la medición de las latencias de llegada a la plataforma 
comparando los tratamientos al Tg. 
 

1.7. Western Blot 

Mediante la técnica de western blot medimos, en el BO, la expresión del NMDAR2B y 

de la sinaptofisina. El subtipo R2B del receptor NMDA se encontró significativamente 

disminuido en el grupo Tg. Todos los tratamientos fueron efectivos en el aumento de los 

niveles del mismo, siendo la melatonina quien mejor actuó en su inducción (Figura 32 

A). La sinaptofisina también se encontró significativamente disminuida en los ratones 

 102



Resultados y Discusión                                                                                       Capítulo 2 
 

del grupo Tg (Figura 32 B). La combinación de los dos tratamientos produjo un 

aumento significativo de esta proteína, respecto al grupo Tg, aunque los tratamientos 

individuales indujeron recuperación de los niveles de la misma. 
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Figura 29. Niveles de lípidos oxidados. Se encontró un claro aumento de los LPO en el grupo 
Tg. Los tratamientos actuaron en el sentido de bajar el exceso de estos niveles. Se muestran las 
medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, 
***p<0.001 comparados al NTg y ###p<0.001  comparando los tratamientos al Tg. 
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Figura 30. Niveles de glutatión. Los ratones 3xTg-AD presentaron afectaciones en el 
metabolismo del glutatión. Los tratamientos produjeron un efecto restaurador. (A) Glutatión 
Reducido, (B) Glutatión Oxidado y (C) Ratio GSH/GSSG. Se muestran las medias ± SEM. 
Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ***p<0.001 
comparados al NTg; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001  comparando los tratamientos al Tg y 
&p<0.05, &&p<0.01 comparando Mel contra EXE y EXE-Mel. 
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Figura 31. Actividad enzimática. Se muestran las afectaciones de la actividad enzimática de la 
corteza cerebral de los ratones 3xTg-AD machos a los 12 meses de edad. (A) Glutatión 
Peroxidasa, (B) Glutatión Reductasa, (C) Superóxido dismutasa-CuZn y (D) Superóxido 
dismutasa-Mn. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls 
Multiple Comparison Test, *p<0.05 comparados al NTg; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001  
comparando los tratamientos al Tg; &p<0.05, &&p<0.01 comparando Mel contra EXE y EXE-
Mel; $p<0.05 comparando EXE contra EXE-Mel. 
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Figura 32. Western Blot. (A) y (B) Expresión proteica del NMDAR2B (anti-NMDAR2B 1: 
500) y la Sinaptofisina (anti-sinaptofisina 1: 8 000), respectivamente, detectados por western 
blot (60 μg prot/carril) en una muestra de BO. La β–Tubulina se utilizó como control de carga 
(1: 50 000). (C) y (D) Quantificación de los niveles de expresión proteica del NMDAR2B y la 
Sinaptofisina, respectivamente. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA 
Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05 comparados al NTg y  #p<0.05, ##p<0.01 
comparando los tratamientos al Tg. 
 

 

2. DISCUSIÓN 
 

El objetivo de este trabajo ha sido determinar el valor terapéutico de un tratamiento de 

EF voluntario a largo plazo, o de melatonina, o de la combinación de ambos en la 

progresión de la EA. Para esto aplicamos los tratamientos en ratones machos 3xTg-AD 

desde los 6 hasta los 12 meses de edad. A los 6 meses de edad se ha visto que en estos 

animales hay una gran presencia de Aβ intraneuronal y que comienzan a aparecer 

depósitos extracelulares de Aβ en la corteza frontal (Oddo et al., 2003a; Giménez-Llort 

et al., 2010). En un trabajo anterior con animales de 7 meses de edad, observamos 

abundante Aβ intraneuronal y tau hiperfosforilada en las neuronas del hipocampo y de 

la amígdala (Giménez-Llort et al., 2010). A la edad en que terminamos los tratamientos 

aplicados en el presente trabajo, se ha publicado que aparecen los ONF en la región 

CA1 (Oddo et al., 2003a). Por tanto ha sido buena la estrategia de aplicar los 

tratamientos entre estas edades, para valorar sus efectos sobre la progresión de la 

enfermedad en este modelo animal. 
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2.1. Ensayo de habilidades sensoriales y motoras 

En el trabajo de caracterización conductual de este modelo animal se muestra que la 

función sensorial y motora no se encuentra afectada en machos de 2.5 y 6 meses de 

edad; sin embargo, sí encuentran ciertas afectaciones en hembras de 12 meses 

(Giménez-Llort et al., 2007). En correspondencia con estos resultados, en el presente 

estudio observamos afectada la función sensorial en los ratones machos 3xTg-AD de 12 

meses de edad.  

Por otra parte, nuestros tratamientos aumentaron la coordinación y el equilibrio, en 

correspondencia con un trabajo que se ha publicado recientemente donde, al tratar con 

melatonina ratas envejecidas, encuentran una mejora de la coordinación motora en la 

prueba de rota-rod (Esteban et al., 2010). En otro trabajo, con un modelo de ratón 

carente del receptor MT1, observaron afectaciones sensoriales, vinculando la presencia 

de melatonina a las cualidades sensoriales adecuadas (Weil et al., 2006). En cuanto al 

efecto del EF podemos decir que en un trabajo anterior con este modelo animal, 

observamos mejoras de la coordinación y el equilibrio con un tratamiento de EF forzado 

(Giménez-Llort et al., 2010). Estas mejoras también las observamos en ratones más 

jóvenes en este mismo trabajo (Capítulo 1).  

 

2.2. Función inmuno-endocrina 

Aunque en otros trabajos se ha visto una diferencia de peso entre los dos genotipos 

desde edades temprana (Giménez-Llort et al., 2007; 2010), nosotros no encontramos 

diferencias significativas entre el peso de los grupos a los 12 meses de edad. Sin 

embargo, el tejido adiposo blanco (WAT) del grupo Tg presentó el mayor porcentaje 

respecto al peso corporal. Cualquiera de los tratamientos disminuyó este porcentaje, 

hecho que concuerda con lo encontrado en los diferentes trabajos donde emplean el EF 

(Giménez-Llort et al., 2010; Sene-Fiorese et al., 2010). En el trabajo realizado por 

Sakurai y colaboradores en ratas, publicado en el 2010, encuentran que el EF suprime la 

habilidad de las células de la fracción vascular-estromal (SVF del inlgés stromal-

vascular fraction) de diferenciarse en adipocitos (Sakurai et al., 2010). Por su parte 

Bartness y colaboradores en una revisión que publican en el 2002 sugieren que la 

melatonina puede actuar, indirectamente, regulando la grasa corporal (incluidas WAT y 

BAT), a través del sistema nervioso simpático (Bartness et al., 2002). Aunque este 

tejido ha sido considerado la mayor reserva de energía para los mamíferos (Bjorntorp, 
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1991), el exceso de tejido adiposo es considerado un factor de riesgo mayor para 

muchas enfermedades, tales como la diabetes tipo 2, afectaciones cardiovasculares, 

hipertensión, isquemia, artritis y varios tipos de cáncer (ver ref. Bray and Bellanger, 

2006). Es por esto que consideramos de gran importancia que los tratamientos aplicados 

actuaran disminuyendo la WAT.  

Por su parte el tejido adiposo marrón (BAT) se ha relacionado con la eficiencia 

energética del organismo (ver ref. Cannon and Nedergaard, 2004) y con el 

mantenimiento de la temperatura corporal (Himms-Hagen, 1985). Además, se ha 

sugerido su implicación en la disminución de la obesidad (Tan et al., 2010; Seale, 

2010). En nuestro trabajo el menor porcentaje del peso de BAT correspondió al grupo 

Tg, que además presentó la mayor aportación de WAT. En ambos casos el tratamiento 

con melatonina hizo que estos valores se recuperaran respecto al control NTg. En otros 

trabajos también se ha visto que el BAT es aumentado por la melatonina y que además 

puede aumentar la capacidad metabólica de los adipocitos marrones en los mamíferos 

(Tan et al., 2010). En cuanto a la capacidad del EF de actuar sobre el BAT, podemos 

decir que en un trabajo realizado con ratas jóvenes se muestra la superioridad del EF 

intermitente al continuo para aumentar la BAT y disminuir la WAT, aunque ambos 

tipos de EF fueron eficientes en este sentido (Sene-Fiorese et al., 2010). En nuestros 

animales no encontramos un efecto claro del EF sobre la BAT pero sí sobre la WAT. 

Como referencia de posible afectación del estado funcional inmunológico tomamos el 

peso del timo, que presentó una involución en los ratones 3xTg-AD. Nuestros 

resultados han estado en correspondencia con lo realizado en otros trabajos con este 

modelo de la EA (Giménez-Llort et al., 2008; 2010), donde observaron una involución 

del timo a los 7 y 15 meses de edad. En nuestro estudio la melatonina fue capaz de 

aumentar el peso de este órgano, lo que ha estado de acuerdo con lo publicado por 

Pertsov en el 2006, que muestra que esta hormona puede hacer recuperar la involución 

del timo (Pertsov, 2006). No obstante, ya desde 1970 se había visto que en los animales 

pinealectomizados se producía una profunda desorganización histológica y la 

involución del timo (Csaba et al. , 1970; Vaughan and Reiter, 1971; Csaba and Barath, 

1975). Además, se ha visto que la melatonina puede actuar inhibiendo las vías 

apoptóticas en los timocitos (Hoijman et al., 2004; Presman et al., 2006). Por su parte 

aunque el EF no recuperó la involución producida, pero como se ha comentado en el 

capítulo anterior se ha visto que el EF puede producir una sustancial redistribución de 
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las células T dentro y fuera de los órganos linfoides, haciendo que esta movilización 

pueda aumentar la vigilancia y actuación del sistema inmune (Krüger and Moren, 2007). 

Las glándulas adrenales también representaron un menor porcentaje del peso total en los 

ratones del grupo Tg, lo cual podría producir un mal funcionamiento del eje HPA y 

traducirse en afectaciones del ritmo circadiano, y por consiguiente conductuales, 

emocionales, sociales, cognitivas y de las funciones fisiológicas (Bob et al., 2008; 

Kiessling et al., 2010). Además, al envejecimiento se han asociado anomalías en la 

respuesta neuroendocrina al estrés, en particular con alteraciones en la función del eje 

HPA (Pedersen et al., 2001). Como ya se ha dicho, este eje es crucial para la regulación 

de la respuesta al estrés y a la ansiedad (De Kloet 2003; Muller et al., 2003). 

Se ha sugerido que el EF podría influir en el buen funcionamiento del eje HPA 

(Stranahan et al., 2009), que podría producir una disminución de la liberación de 

cortisol y de esta manera actuar en la disminución del tejido adiposo visceral 

(Björntorp, 2001). Aunque nuestros tratamientos no aumentaron el peso de esta 

glándula, se ha visto que el EF puede aumentar la eficiencia de la misma (Campbell et 

al., 2010; Mazzardo-Martins et al., 2010). También se ha descrito que un corto período 

de tiempo de EF en rueda de actividad puede causar una hiperactividad del eje HPA, 

debido a un aumento de la sensibilidad de las glándulas adrenales a la ACTH, pero que 

la actividad del eje se restablece totalmente con un período largo de EF (Campbell et al., 

2009). Además, ha sido publicado que el EF voluntario crónico puede reducir el 

impacto negativo de una situación estresante prolongada mediante la habituación del eje 

HPA, reduciendo la cantidad de glucocorticoides que se liberan al cerebro y al resto del 

organismo (Sasse et al., 2008). Por su parte la melatonina se ha visto muy relacionada 

con el adecuado funcionamiento del eje HPA, por ejemplo manteniendo el ritmo 

circadiano y jugando un importante papel en la respuesta adecuada frente a una 

situación estresante (Dagnino-Subiabre et al., 2006; Bob et al., 2008).  

 

2.3. Patrones conductuales 

Las afectaciones conductuales, como el miedo a una nueva jaula de vida o las 

afectaciones relacionadas con la ansiedad o la exploración en los ratones 3xTg-AD ya 

han sido observadas en diferentes edades de este modelo animal (Giménez-Llort et al., 

2007; 2010; García et al., 2009a,b). En el presente trabajo las terapias con EF influyeron 

positivamente en la recuperación de la fobia del animal, aunque en un trabajo previo 

con animales más jóvenes no se encontró un efecto beneficioso del EF sobre esta 
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conducta (Giménez-Llort et al., 2010). No obstante, debemos decir que en aquel trabajo 

el tratamiento empleado fue de EF forzado y de un corto período de tiempo (4 semanas) 

(Giménez-Llort et al., 2010). Recientemente se ha publicado un trabajo donde muestran 

que el EF voluntario, aplicado sobre otro modelo de ratón transgénico para la EA, fue 

superior al EF forzado en mejorar ciertos aspectos de la EA, como las afectaciones 

conductuales, la deposición de la placa y las deficiencias cognitivas (Yuede et al., 

2009).  

En el presente trabajo, así como en estudios anteriores realizados con este modelo 

animal y a diferentes edades, también observamos un efecto beneficioso del EF sobre 

las afectaciones conductuales (García et al., 2009a,b; Giménez-Llort et al., 2010). Ha 

sido publicado que el EF puede activar factores de crecimiento cerebrales, que pueden 

mejorar la proliferación y supervivencia neuronal y actuar positivamente sobre las 

afectaciones conductuales (ver refs. Cotman and Berchtold, 2002; Vaynman et al., 

2004). 

Hemos mostrado que los tratamientos que incluyeron EF influyeron satisfactoriamente 

en la recuperación de la mayoría de los patrones conductuales afectados, pero que el 

tratamiento con melatonina produjo pocas mejoras conductuales. Sin embargo, en 

varios trabajos han mostrado que la melatonina puede estar implicada en la regulación 

de la ansiedad, así como en la disminución de la neofobia y en la regulación de las 

conductas relacionadas con la emotividad (Kopp et al., 1999a,b; 2000a,b). El papel de la 

melatonina en modular muchos de los procesos biológicos, tales como la conducta o la 

función inmunológica, está recibiendo un aumento en su atención (ver ref. Macchi and 

Bruce, 2004) y se ha sugerido su papel en varios procesos conductuales como la 

percepción del dolor, la ansiedad y la depresión (Lakin et al., 1981; Kurtuncu et al., 

2004; Mantovani et al., 2004). En el 2006 se publica un trabajo donde observan, en un 

modelo de ratón carente del receptor MT1, una disminución significativa de su 

actividad en el campo abierto, por lo que sugieren la relación de la melatonina con un 

patrón conductual adecuado (Weil et al., 2006). Se ha sugerido además que la 

melatonina puede influir sobre la conducta a través de su interacción con el sistema 

central de neurotransmisores, como por el ejemplo alterando la transmisión 

GABAérgica (Golombek et al., 1996). También podría actuar interaccionando con el 

sistema serotoninérgico, como antagonista del receptor de 5HT2c (Bourin et al., 2004).  
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2.4. Adquisición y retención del aprendizaje en el MWM 

Cuando medimos las afectaciones cognitivas mediante el MWM encontramos que estas 

capacidades en el grupo Tg estaban considerablemente disminuidas y que los 

tratamientos producían recuperación, con una mayor significación en el Tg Mel. Estos 

resultados concuerdan con lo publicado por varios autores donde el tratamiento con 

melatonina ha producido mejoras cognitivas significativas en diferentes modelos 

animales (Manda et al., 2007; Olcese et al., 2009; Yang et al., 2010; Esteban et al., 

2010) y este efecto protector también se ha observado en pacientes con deterioro 

cognitivo leve (MCI del inglés, Mild cognitive impairment) tratados con melatonina 

(Furio et al., 2007). Esta acción de la melatonina se ha sugerido que podría ser a través 

de intervenir en la plasticidad sináptica y en la LTP, en el hipocampo y otras regiones 

cerebrales (Baydas et al., 2005; Larson et al., 2006a; Gorfine and Zisapel, 2007).  

En cuanto a los efectos del EF sobre la actividad cognitiva podemos decir que ha sido 

publicado por muchos autores, un efecto beneficioso de este sobre la memoria y el 

aprendizaje, en diferentes modelos animales (Adlard et al. 2005; Parachikova et al., 

2008; Nichol et al, 2007; 2009; García et al., 2009a; 2009b). Además, se ha visto la 

superioridad del EF voluntario sobre el forzado en la mejora de las afectaciones 

cognitivas en un modelo de ratón transgénico para la EA (Yuede et al., 2009). El efecto 

beneficioso del EF sobre la capacidad cognitiva también ha sido estudiada en humanos, 

por ejemplo en preadolescentes (Hilman et al., 2009) y en adultos viejos (Kramer et al., 

1999). Se ha sugerido que el efecto beneficioso del EF sobre la memoria puede ser por 

su capacidad de preservar o aumentar la plasticidad sináptica, incrementando la 

liberación de factores neurotróficos (Neeper et al., 1995), disminuyendo el estrés 

oxidativo (Pratico et al., 2001; Yao et al., 2004) o indirectamente, mediante la mejora 

del sistema cardiovascular (Hicks and Birren, 1970; Colcombe et al., 2004). 

 

2.5. Evaluación del estado del estrés oxidativo cerebral 

Los tratamientos aplicados también fueron eficaces en la disminución del exceso de los 

niveles de oxidación lipídica, que se encontraron muy aumentados en los ratones del 

grupo Tg. Esto concuerda con varios trabajos investigativos, que han concluido que el 

tratamiento con melatonina es capaz de reducir significativamente los LPO (Manda et 

al., 2007; Dilek et al., 2010; Yang et al., 2010). Por otra parte este efecto protector 

también lo hemos observado en nuestros estudios con diferentes tratamientos de EF 

sobre este modelo animal (García et al., 2009a; 2009b; Giménez-Lort et al., 2010). 
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Además el efecto protector del EF para disminuir los lípidos y proteínas oxidadas 

también se ha sido observado en diferentes modelos animales (Ogonovszky et al., 2005; 

Radak et al., 2001a). 

Al medir la actividad enzimática antioxidante en una muestra de corteza cerebral 

encontramos que en el grupo Tg todas las enzimas presentaban disminuida 

significativamente su actividad y que los tratamientos fueron eficaces para recuperar la 

actividad de estas. Muchos trabajos investigativos han mostrado a la melatonina como 

una hormona con una potente capacidad de detoxificar una amplia variedad de ROS, en 

muchos estados patofisiológicos y en diferentes tipos de muestras (Allegra et al., 2003; 

Tan et al., 2007; Hibaoui et al., 2009; Dilek et al., 2010). Se ha visto que la melatonina 

es capaz de regular muchas de las enzimas antioxidantes (Rodríguez et al., 2004; Tan et 

al., 2007; Tomás-Zapico and Coto-Montes 2008; Olcese et al., 2009). En el 2003 se 

publicó un trabajo donde se muestra el efecto protector de la melatonina como 

antioxidante e inhibidor de la formación de Aβ en un modelo transgénico para la EA 

(Matsubara et al., 2003). Además, Manda et al. en el 2007 muestran que la melatonina 

protege de los daños oxidativos producidos por la exposición a radiaciones T, 

mejorando los niveles cerebrales de GSH y disminuyendo los LPO. Nuestros resultados 

concuerdan con estas evidencias que muestran la melatonina como un potente 

antioxidante.  

En cuanto al EF voluntario podemos decir que se ha visto que este disminuye el estrés 

oxidativo periférico en humanos y en animales (Gómez-Cabrera et al., 2008) y el daño 

oxidativo cerebral en animales envejecidos (Cui et al., 2007; Opii et al., 2008). En el 

presente trabajo (Capítulo 1) y en trabajos previos con este modelo animal, aplicando 

diferentes terapias de EF, hemos observado su efecto regulador sobre las enzimas 

antioxidantes (García et al., 2009a; 2009b; Giménez-Lort et al., 2010).   

Consideramos de gran importancia que las SOD se hayan activado con los tratamientos 

ya que se ha visto que en un modelo de ratón transgénico para la EA, comprometido 

para la SOD-CuZn, se incrementó considerablemente el estrés oxidativo (Schuessel et 

al., 2005); mientras que en otro trabajo la sobreexpresión de esta enzima protegió contra 

la toxicidad producida por Aβ “in vitro” (Celsi et al., 2004). También se ha visto que 

una inactivación parcial de la SOD-Mn en otro modelo de ratón transgénico para la EA 

potencia la patología neuronal y la disfunción vascular con un aumento de las 

afectaciones  cognitivas (Esposito et al., 2006). 
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2.6. Western Blot 

Se ha sugerido que el subtipo R2B del receptor NMDA es de los más importantes para 

las funciones de memoria (Tang et al., 1999; Clayton et al., 2002; Bartlett et al., 2007). 

En el presente trabajo, cuando medimos los niveles del receptor NR2B, encontramos 

que estaban significativamente disminuidos en los ratones machos 3xTg-AD de 12 

meses de edad y que los tratamientos actuaban positivamente en el restablecimiento de 

los niveles del mismo. Estos resultados están en correspondencia con lo publicado por 

otros investigadores, que muestran que el tratamiento con melatonina puede hacer 

aumentar los niveles del subtipo R2B del receptor NMDA (Sutcu et al., 2006; Dilek et 

al., 2010). Por otra parte, la capacidad del EF voluntario de actuar sobre la subunidad 

NR2B también ha sido descrita (Farmer et al., 2004). Además, se ha comprobado que 

aumenta la capacidad de inducir LTP “in vitro” e “in vivo”, en animales adultos 

(Christie et al., 2005; Farmer et al., 2004; van Praag et al., 1999). 

Mediante western blot también encontramos que la sinaptofisina estaba disminuida 

significativamente en el BO. En los ratones 3xTg-AD esta proteína se ha encontrado 

disminuida en el córtex a los 7 meses de edad (Hedberg et al., 2010), pero en el capítulo 

anterior mostramos que no lo observamos así en el hipocampo. No obstante, los ratones 

utilizados en este capítulo tenían 12 meses de edad al terminar el experimento y es muy 

posible que con la edad aumentaran las afectaciones cerebrales. Esto estaría en 

correspondencia con el aumento de las afectaciones conductuales, que en este trabajo se 

han mostrado que se producen con el avance de la edad. 

En cuanto a la recuperación de los niveles de sinaptofisina podemos decir que en 

investigaciones recientes se ha demostrado que la melatonina puede aumentar la 

cantidad de esta proteína en diferentes zonas del cerebro de roedores (Kaewsuk et al., 

2009; Yang et al., 2010). Por otra parte el EF también se ha visto que es  capaz de 

aumentar proteínas pre- y post-sinápticas (Hu et al., 2009), incluyendo entre estas la 

sinaptofisina (Vaynman et al., 2004; Hescham et al., 2009; Macías et al., 2009). 

Además, también ha sido descrito que el EF puede aumentar la neurogénesis y la 

sinaptogénesis (van Praag et al., 1999; 2005; Eadie et al., 2005). 

El aumento de la sinaptofisina por ambos tratamientos independientes podría causar un 

efecto sinérgico con la combinación de ambos y ser la causa de su aumento significativo 

en el BO de los animales Tg EXE-Mel. Un sinergismo similar entre estos tratamientos 

ha sido observado en un modelo de lesión de la médula espinal (SCI del inglés spinal 

cord injury) con una recuperación significativa de sus afectaciones (Park et al., 2010).  
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CAPÍTULO 3. EFECTO TERAPÉUTICO DEL EJERCICIO FÍSICO 

VOLUNTARIO EN RATONES HEMBRAS 3xTg-AD DE AVANZADA EDAD 

 

 1. RESULTADOS 

  

En este experimento utilizamos ratones hembras NTg y 3xTg-AD de 12 a 15 meses de 

edad. A los 12 meses la mitad de los animales se colocaron, formando grupos de 4 ó 5, 

en jaulas con libre acceso a una rueda de actividad por un período de 3 meses (NTg 

EXE y Tg EXE) y la otra mitad se utilizó como control sin ejercicio (NTg SED y Tg 

SED). 

  

1.1. Distancia recorrida en la rueda de actividad 

La distancia promedio recorrida por cada ratón en cada semana se estimó como en el 

capítulo anterior, según el número de los ratones en cada caja y los recuentos de cada 

rueda (Figura 33). El grupo Tg EXE recorrió mayor distancia cada semana durante los 3 

meses de tratamiento que el grupo NTg EXE. Se produjo un efecto del genotipo y una 

interacción entre las semanas (ANOVA, genotipo F(1,208)=91.04, P<0.0001;  semanas 

F(12,208)=10.71, P<0.0001). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
0

5

10

15

20

25

30

Time (sem)

Tg EXE

NTg EXE

** **

**
***

*

D
is

ta
nc

ia
 (K

m
/S

em
/ra

tó
n)

 

Figura 33. Distancia en la rueda de actividad. Se aprecia un efecto del genotipo y de las 
semanas. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: Two-way ANOVA Bonferroni posttests, 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparando NTg EXE al Tg EXE. 
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1.2. Función sensorial y motora 

Los ratones 3xTg-AD no presentaron afectaciones sensoriales ni motoras. En la Tabla 

15 se observan los efectos beneficiosos del EF voluntario, tanto en los ratones NTg 

como en los 3xTg-AD.  

 

Tabla 15. Efectos beneficiosos del EF sobre la función sensorial y motora en ratones hembras 
de 15 meses de edad. 
  

NTg SED 
(n=9) 

 
NTg EXE  

(n=9) 

 
Tg SED 

(n=9) 

 
Tg EXE  

(n=9) 
Función sensorial y motora 
Prueba de reflejos  
Incidencia de ambos reflejos 

             
         9/9 

 
8/9 

 
8/9 

 
8/9 

 
Varilla de madera 

 

Equilibrio (permanencia, s) 12.2+ 2.3 18.1+ 1.5** 19.3+ 0.8** 20.0+ 0.0** 
Coordinación (distancia, cm) 0.3+ 0.3 0.8+ 0.3 0.2+ 0.1 1.8+ 0.5*,## 

 
Varilla de metal 

 

Equilibrio (permanencia, s) 0.9 + 0.1 2.2+ 0.9 2.7+ 0.8 8.6+1.2***,### 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 
 
Cuerda de metal (2 ensayos 5s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 1.8+ 0.4 2.9+ 0.4 3.1+ 0.4 4.2+ 0.4** 

Coordinación (distancia, cm) 0.1+ 0.1 0.3+ 0.3 0+ 0 0.2+ 0.1 

Elementos de suporte (n) 1.5+ 0.2 1.7+ 0.1 1.8+ 0.2 2.1+ 0.2 
 
Cuerda de metal (1 ensayo 60s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 1.2+ 0.2 4.0+ 1.0 25.4+ 8.8* 27.9+ 8.6* 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0+ 0 1.0+ 0.5 1.8+ 0.6* 

Elementos de suporte (n) 1.3+ 0.2 1.8+ 0.3 2.6+ 0.2** 2.5+ 0.2** 

Nota: Se muestran las medias ± SEM, n=9. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls 
Multiple Comparison Test *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg SED;  
##p<0.01, ###p<0.001 Tg SED comparado al Tg EXE. 

 

1.3. Función inmuno-endocrina 

El peso corporal de los NTg SED y de los Tg SED no fue significativamente diferente. 

Sin embargo, el EF produjo una disminución significativa del peso corporal en ambos 

genotipos (ANOVA, F(3,31)=17.64, P=0.0010) (Figura 34 A). La aportación al peso 

corporal del WAT de los Tg SED fue significativamente mayor (ANOVA, F(3,31)=5.320, 

P=0.0002) (Figura 34 B). Por otra parte, se detectó que los Tg SED presentaban 

aumentado el peso del bazo, respecto de los NTg SED, con un porcentaje de aportación 

al peso corporal significativamente mayor (ANOVA, F(3,31)=4.119, P=0.0144) (Figura 

34 C). El timo de los Tg SED mostró una tendencia a representar un menor porcentaje 
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del peso corporal respecto de los NTg (ANOVA, F(3,31)=3.623, P=0.0237) (Figura 34 

D). El BAT se observó disminuido en los Tg SED (Student´s test, P<0.05: NTg SED vs 

Tg SED) (Tabla 16). No se observaron variaciones en el peso de las glándulas 

adrenales, ni del gastrocnemius y el soleus de los grupos. En todas las afectaciones el 

EF produjo recuperación o mejora de los valores alterados.  

 

Tabla 16. Efecto del tratamiento de EF sobre la función inmuno-endocrina.  
  

 NTg SED 
(n=9) 

 
NTg EXE 

(n=9) 

 
Tg SED 

(n=8) 

 
Tg EXE  

(n=9) 
Peso Corporal  
Inicio del experimento (g) Ver Figura 34 A 
Final del experimento (g) Ver Figura 34 A 

WAT (% respecto peso corporal) Ver Figura 34 B 

Adrenales (% respecto peso corporal) 0.06+ 0.01 0.07+ 0.01 0.06+ 0.01 0.06+ 0.01 

Bazo (% respecto peso corporal) Ver Figura 34 C 
Timo (% respecto peso corporal) Ver Figura 34 D 
BAT (% respecto peso corporal) 0.50+ 0.08 0.38+ 0.08 0.27+ 0.05 0.31+ 0.05 
Gastrocnemius (% respecto peso corporal) 0.46+ 0.07 0.35+ 0.09 0.47+ 0.06 0.37+ 0.08 
Soleus (% respecto peso corporal) 0.07+ 0.01 0.06+ 0.02 0.08+ 0.01 0.06+ 0.01 

Nota: Estadística, One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test. Se muestran 
las medias ± SEM. 
 

1.4. Patrones conductuales 

Como en los dos capítulos anteriores, debido a la dispersión de los resultados no 

encontramos diferencias estadísticas en algunas de las evaluaciones conductuales 

realizadas (ver Tabla 17). 

 

1.4.1. Neofobia 

No se apreciaron diferencias entre los grupos en la exploración a una nueva jaula de 

vida (Tabla 17). 

 

1.4.2. Campo abierto 

Ante la exposición de los ratones hembras 3xTg-AD de 15 meses de edad a un 

ambiente desconocido, observamos una conducta totalmente afectada (Figura 35 y 

Tabla 17). El grupo Tg SED mostró una inhibición de las latencias de exploración 

horizontal (ANOVA, F(3,32)=4.240, P=0.0124), de exploración vertical (ANOVA, 

F(3,32)=4.861, P=0.0067) y de llegada a la periferia (ANOVA, F(3,32)=3.403, P=0.0294). 

También mostraron una disminución de la exploració horizontal (ANOVA, 

F(3,32)=4.431, P=0.0103) y de la vertical del campo abierto (ANOVA, F(3,32)=2.924, 
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P=0.0488). El tratamiento de EF voluntario hizo que los 3xTg-AD se recuperaran de las 

afectaciones conductuales (Figura 35 A-F). 

 

Tabla 17. Afectaciones conductuales en los ratones 3xTg-AD a los 12 meses de edad y el efecto 
de los tratamientos.     
 NTg SED 

(n=9) 
NTg EXE  

(n=9) 
Tg SED 

(n=9) 
Tg EXE  

(n=9) 
Neofobia 
Actividad vertical (latencia, s) 

 
21.6+ 3.2 

 
21.0+ 3.6 

 
21.9+ 3.4 

 
18.4+ 3.8 

Números de corner (n) 5.8+ 1.1 4.7+ 1.1 5.3+ 1.8 5.9+ 1.8 
Actividad vertical (n) 0.9+ 0.5 1.0+ 0.4 1.7+ 0.9 1.3+ 0.5 
 
Campo abierto 

 

Latencia de movimiento (s) 0+ 0 0+ 0 0.4+ 0.3 0+ 0 
Actividad horizontal (latencia, s) Ver Figura 35 A 

Entrada a periferia (latencia, s) Ver Figura 35 B 
Actividad vertical (latencia, s) Ver Figura 35 C 
Higiene (latencia, s) Ver Figura 35 D 

Actividad vertical (n) Ver Figura 35 E 
Actividad horizontal (n) Ver Figura 35 F 
Duración de la higiene (s)  8.6+ 1.2 8.2+ 1.7 3.2+ 0.8* 7.6+ 1.2# 

Defecación (n) 1.4+ 0.4 2.1+ 0.6 1.8+ 0.4 2.2+ 0.6 
 
Caja oscura/iluminada 

 

Entrada al área blanca (latencia, s) Ver Figura 36 A 

Tiempo en área blanca (s) Ver Figura 36 B 
Entradas al área blanca (n) 4.2+ 0.6 3.4+ 0.9 5.6+ 0.7 3.8+ 0.7 
Defecación (n) 1.8+ 0.8 2.1+ 0.7 2.4+ 0.5 1.3+ 0.6 
 
Caja de 4 agujeros 

 

Latencia de movimiento (s) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 
Primer agujero (latencia, s) 13.2+ 4.6 16.6+ 7.9 5.9+ 1.5 15.0+ 8.9 
Cuatro agujeros (latencia, s) 57.5+ 8.1 161.2+ 2.0* 172.3+ 33.1* 90.0+ 17.0 
Tiempo de exploración (s) 47.2+ 9.1 58.2+ 16.7 81.9+ 30.6 96.8+ 33.1 
Número de exploraciones (n) Ver Figura 37 A 
Defecación (n) 0.8+ 0.4 2.1+ 0.4 3.3+ 0.7* 1.9+ 0.7 

Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05 comparados al NTg; #p<0.05 Tg SED comparado al Tg EXE. 
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Figura 34. Afectación de la función inmuno-endocrina del ratón 3xTg-AD hembra a los 15 
meses de edad. (A) Peso corporal al inicio y final del experimento, (B),  (C) y (D) Porcentaje de 
aportación al peso corporal total del tejido adiposo blanco (WAT), Bazo y Timo. Se muestran 
las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, 
*p<0.05, **p<0.01 comparados al NTg SED;  #p<0.05, ##p<0.01  comparando Tg SED y Tg 
EXE. 
 

1.4.3. Caja oscura/iluminada 

En esta prueba observamos un perfil ansioso en los ratones Tg SED, dado que 

presentaron mayor latencia de salida al lado iluminado (ANOVA, F(3,32)=4.403, 

P=0.0106) y que fueron los que menos tiempo estuvieron explorando esta zona 

(ANOVA, F(3,32)=2.933, P=0.0483) (Figura 36 A y B) (Tabla 17). No obstante, los Tg 

SED realizaron más entradas al área en cuestión (Figura 36 C), aunque el número total 

de entradas no fue significativamente diferente de los demás grupos. El EF produjo un 

efecto terapéutico. 

 

1.4.4. Caja de 4 agujeros 

En la Tabla 17  y en la Figura 37 se puede observar que los ratones Tg SED presentaron 

una conducta exploratoria inadecuada. Este grupo presentó la mayor latencia de 

exploración de los 4 agujeros (ANOVA, F(3,32)=4.973, P=0.0060). Además, el número 
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de exploraciones totales realizadas por los Tg SED fue significativamente menor 

(ANOVA, F(3,32)=5.800, P=0.0028). En esta prueba los ratones Tg SED mostraron 

afectaciones de la emotividad, con un aumento significativo de las defecaciones 

(ANOVA, F(3,32)=3.620, P=0.0234). La terapia de EF actúo positivamente en la 

recuperación de los patrones conductuales de exploración. 

 

1.5. Adquisición y retención del aprendizaje en el MWM 

En la prueba de aprendizaje en el MWM no observamos diferencias entre los grupos, ya 

que todos bajaron de manera muy similar las latencias de llegada a la plataforma (Figura 

38 A). Se observó un efecto entre los días (ANOVA, F(4,155)=3.107, P=0.0171). Cuando 

realizamos la prueba de retención encontramos que los ratones Tg SED presentaban 

problemas de memoria, al no recordar en que cuadrante debía encontrarse la plataforma. 

El tratamiento de 3 meses de EF, aplicado en hembras de 12 meses de edad, produjo 

una tendencia a la recuperación de la capacidad cognitiva (Student´s test, Tg EXE 

P<0.05: CO vs CP) (Figura 38 B). 

 

1.6. Evaluación del estado de estrés oxidativo cerebral 

 

1.6.1. Niveles de lípidos oxidados 

En la Figura 39 se muestra que los ratones Tg SED hembras de 15 meses de edad 

presentaron un aumento significativo de los niveles de lípidos oxidados y que el EF hizo 

que estos niveles se restablecieran respecto a los controles NTg SED. 

 

1.6.2. Niveles de GSH y GSSG 

Al determinar los niveles de GSH y GSSG encontramos un aumento significativo del 

glutatión oxidado en el grupo Tg SED respecto del NTg SED (Figura 40). El 

tratamiento hizo que se recuperaran los niveles adecuados de acuerdo con el grupo 

control NTg SED. 
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Figura 35. Campo abierto. Afectaciones de la conducta de los ratones 3xTg-AD hembras de 15 
meses de edad. Efecto beneficioso de un tratamiento de 3 meses de EF. (A) Latencia de 
exploración horizontal, (B) Latencia de llegada a la periferia, (C) Latencia de exploración 
vertical, (D) Latencia de inicio de la higiene, (E) Actividad vertical total y (F) Actividad 
horizontal total. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls 
Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg SED; #p<0.05 
comparando Tg SED y Tg EXE. 

119



Resultados y Discusión                                                                                       Capítulo 3 
  

NTg S
ED

NTg EXE

Tg
 SED

Tg
 EXE

0
15
30
45
60
75
90

105
120
135

*
*

#

En
tra

da
 a

l á
re

a 
ilu

m
in

ad
a 

(la
te

nc
ia

, s
)

NTg S
ED

NTg E
XE

Tg S
ED

Tg
 EXE

0

25

50

75

100

125

150

*

Pe
rm

an
en

ci
a 

en
 e

l á
re

a 
bl

an
ca

 (s
)

1 2 3 4 5
0

1

2

3

4

5

6

7
NTg SED

NTg EXE

Tg SED

Tg EXE

Tiempo (min)

*
*

#

En
tra

da
s 

ac
um

ul
ad

as
 (n

)

(A) (B)

(C)

 
Figura 36. Caja oscura/iluminada. Se aprecia una conducta ansiosa en el grupo Tg SED. El EF 
mostró propiedades ansiolíticas. (A) Latencia de salida al área iluminada; (B) Tiempo de 
permanencia en el área blanca, One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test. 
(C) Entradas al área iluminada acumuladas en cada minuto, Two-way ANOVA Bonferroni 
posttests. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: *p<0.05 comparados al NTg SED; 
#p<0.05 comparando Tg SED y Tg EXE. 
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Figura 37. Caja de 4 agujeros. Afectaciones en la conducta exploratoria de los ratones 3xTg-AD 
hembras de 15 meses de edad. Aumento de la exploración con el tratamiento de EF. (A) 
Número de exploraciones de los agujeros, One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test. (B) Número de exploraciones acumuladas en cada minuto, Two-way 
ANOVA Bonferroni posttests. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: *p<0.05, **p<0.01 
comparados al NTg SED; #p<0.05 comparando al Tg SED y al Tg EXE. 
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Figura 38. Laberinto acuático de Morris. Afectaciones cognitivas de los ratones 3xTg-AD 
hembras de 15 meses de edad. El EF produjo cierta recuperación. (A) Latencia de llegada a la 
plataforma. (B) Retención del aprendizaje. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: Two-
way ANOVA Bonferroni posttests, **p<0.01, ***p<0.001 comparando tiempo de permanencia 
en el cuadrante plataforma contra el cuadrante opuesto. 
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Figura 39. Niveles de lípidos oxidados. Se encontró un claro aumento de los LPO en el grupo 
Tg SED. El tratamiento bajó el exceso de estos niveles. Se muestran las medias ± SEM. 
Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, ***p<0.001 
comparados al NTg y ###p<0.001  comparando los tratamientos al Tg. 
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Figura 40. Niveles de glutatión. Los ratones hembras 3xTg-AD de 15 meses de edad 
presentaron afectaciones en el metabolismo del glutatión. El EF produjo la disminución del 
GSSG. (A) Glutatión Reducido, (B) Glutatión Oxidado. Se muestran las medias ± SEM. 
Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05 comparados 
al NTg SED; #p<0.05  comparando el grupo Tg SED al Tg EXE. 
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1.6.3. Actividad enzimática antioxidante 

A los 15 meses de edad la actividad enzimática del ratón hembra 3xTg-AD se encontró 

muy afectada, con un aumento de la actividad del complejo enzimático GPx/GR y una 

disminución de la SOD-CuZn y SOD-Mn (Figura 41 A-D). El EF actuó en el sentido de 

la recuperación de los valores respecto al NTg SED. 

 

1.7. Western Blot 

Las determinaciones de la expresión proteica por la técnica de western blot se realizaron 

en hipocampo. En la figura 42 B se puede observar que solo la sinapsina fue 

significativamente menor en los Tg SED con respecto a los NTg SED. La terapia de EF 

voluntario indujo recuperación de estos valores en el grupo Tg EXE.  
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Figura 41. Actividad enzimática. Se muestran las afectaciones de la actividad enzimática de la 
corteza cerebral de los ratones hembras 3xTg-AD de 15 meses de edad. (A) Glutatión 
Peroxidasa, (B) Glutatión Reductasa, (C) Superóxido dismutasa-CuZn y (D) Superóxido 
dismutasa-Mn. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls 
Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01comparados al NTg SED; #p<0.05 comparando 
Tg SED al Tg EXE. 
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Figura 42. Western Blot. (A) y (B) Expresión proteica de la Sinaptofisina (anti- Sinaptofisina 1: 
8 000) y la Sinapsina (anti- Sinapsina 1: 1 000), respectivamente, detectados por western blot 
(60 μg prot/carril) en muestras de hipocampo; (C) y (D) Cuantificación de los niveles de 
expresión proteica de la Sinaptofisina y la Sinapsina, respectivamente; (E) y (F) Expresión 
proteica del NMDAR2B (anti- NMDAR2B 1: 500) y el P-CREB (anti- P-CREB 1: 500), 
respectivamente, detectados por western blot (60 μg prot/carril), (G) y (H) Cuantificación de los 
niveles de expresión proteica del NMDAR2B y el P-CREB, respectivamente;  el GAPDH se 
utilizó como control de carga (1: 4 000).Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way 
ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05 comparados al NTg SED. 
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2. DISCUSIÓN   
 

El objetivo de este trabajo ha sido comprobar la eficacia terapéutica de un tratamiento 

prolongado de EF voluntario sobre ratones hembras 3xTg-AD de 15 meses de edad. En 

este modelo animal, a los 12 meses de edad, se ha visto que ya presentan un cuadro 

neuropatológico típico de la EA, con placas de Aβ y los ONF presentes en el hipocampo 

y en varias regiones corticales (Oddo et al., 2003a). Además, se han observado en 

hembras de esta edad afectaciones sensoriales, conductuales y cognitivas (Giménez-

Llort et al., 2007).  

 

2.1. Ensayo de habilidades sensoriales y motoras 

Las afectaciones sensoriales y motoras que se producen con la EA se ha publicado que 

comienzan a ser más evidentes en etapas avanzadas de la enfermedad (Suva eta al., 

1999). En el 2007, cuando realizaron la caracterización de este modelo animal, 

encontraron pequeñas afectaciones sensoriales en hembras de 12 meses de edad 

(Giménez-Llort et al., 2007). En el trabajo realizado por Sterniczuka et al., (2010) en 

hembras 3xTg-AD de 10 meses aún no aprecian este tipo de afectaciones. En el presente 

trabajo, con hembras de 15 meses de edad, no observamos cambios en la función 

sensorial, ni en la coordinación motora y el equilibrio. Es probable que las diferencias 

entre este trabajo y el de otro investigadores se deba a la manipulación de los animales. 

El tratamiento de EF produjo mejoras de las habilidades motoras en ambos genotipos, 

en correspondencia con lo encontrado en un trabajo anterior con este modelo animal 

(Giménez-Llort et al., 2010).  

 

2.2. Función inmuno-endocrina 

Cuando estimamos el peso corporal de los animales solo apreciamos una tendencia a 

que los Tg SED tuvieran incrementado este valor, aunque en este y otros estudios se han 

encontrado diferencias significativas entre los pesos de estos dos genotipos pero a 

edades menores (Giménez-Llort et al., 2007; 2010). No obstante, el EF hizo que ambos 

grupos bajaran significativamente su peso total. Dato que concuerda con los resultados 

de los capítulos anteriores y con lo publicado por diferentes autores, donde encuentran 

que el ejercicio puede actuar en la inducción de la pérdida de peso corporal (Sakurai et 

al., 2010; Sene-Fiorese et al., 2010). 
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Al medir la aportación de WAT al peso corporal encontramos que el Tg SED tenía 

mayor cantidad de WAT que los otros tres grupos. Este resultado está en 

correspondencia con otro trabajo previo, donde apreciamos un aumento de este tejido en 

los 3xTg-AD y la capacidad del EF de hacerlo disminuir (Giménez-Llort et al., 2010). 

Otros autores también han publicado que el EF puede influir positivamente en la 

disminución de este tipo de tejido (Sakurai et al., 2010; Sene-Fiorese et al., 2010). 

También se observó una clara tendencia a que el BAT estuviera disminuido en el grupo 

Tg SED y a su restablecimiento con el tratamiento, respecto al NTg SED.  

Consideramos de gran importancia este resultado ya que se han mostrado evidencias del 

riesgo que pueden representar los cambios energéticos, en humanos y animales, para 

padecer ciertas enfermedades (Bianchini et al., 2002). El BAT ha sido relacionado con el 

mantenimiento de la temperatura corporal (Himms-Hagen, 1985) y con la eficiencia 

energética del organismo (Cannon and Nedergaard, 2004). Por otra parte se ha sugerido 

su posible implicación en la disminución de la obesidad (Seale et al., 2010; Tan et al., 

2010).  

Para analizar las posibles afectaciones del estado funcional inmunológico tomamos el 

peso del bazo y del timo. Al determinar el porcentaje de aportación de estos órganos al 

peso corporal observamos una involución del timo y un aumento del bazo en los Tg 

SED. Estos resultados concuerdan con otros trabajos realizados con este modelo animal, 

donde también han observado una afectación de la función inmunológica a los 7 y 15 

meses de edad, con una involución del timo (Giménez-Llort et al., 2008; 2010). Con el 

tratamiento de EF se produjo el restablecimiento del peso de estos órganos, respecto al 

NTg SED. Se ha visto que el ejercicio físico puede producir una bajada del peso del 

bazo con una disminución de los linfocitos T y B (Rogers et al., 2008). No obstante, 

como se comentó en capítulos anteriores, se ha sugerido que lo que se produce es una 

sustancial redistribución de las células dentro y fuera de los órganos linfoides, y que 

esta movilización parece que puede aumentar la vigilancia y la actuación del sistema 

inmunológico (Krüger and Moren, 2007). 

 

2.3. Patrones conductuales 

En este trabajo hemos aplicado una amplia batería de pruebas conductuales, para poder 

evaluar consistentemente las afectaciones de las hembras de este modelo a los 15 meses 

de edad y el efecto del tratamiento de tres meses de ejercicio, en esta etapa avanzada de 

la enfermedad. Las afectaciones conductuales en la EA se ha sugerido que pueden ser 
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debido a la muerte neuronal y a las disfunciones que se producen en el hipocampo, la 

amígdala y otras regiones corticales. Estas regiones sufren una degeneración de las 

sinapsis y de las neuronas, lo cual se asocia a la acumulación de Aβ y a la 

hiperfosforilación de tau con la consecuente formación de los ONF (Selkoe and Schenk, 

2003; Mattson, 2004).   

Al evaluar los patrones conductuales en hembras 3xTg-AD de 15 meses de edad, 

observamos que presentaban una conducta completamente afectada, con una baja 

motivación por la deambulación en el campo abierto, claras evidencias de ansiedad y 

una baja conducta exploratoria. En los capítulos anteriores hemos comentado que varios 

trabajos realizados con este modelo de ratón transgénico, coinciden en mostrar 

afectaciones conductuales, desde etapas tempranas de la vida de este animal, con una 

conducta exploratoria reducida y evidentes síntomas de ansiedad, tanto en machos como 

en hembras (Nelson et al., 2007; García et al., 2009a,b; Giménez-Llort et al., 2007; 

2010; Sterniczuka et al., 2010). Los resultados del presente trabajo han estado en total 

correspondencia con lo mostrado en estos estudios citados, mostrando que con el avance 

de la edad, en este modelo, se produce un marcado deterioro conductual. 

En correspondencia con lo que ocurre en humanos, este ratón a esta edad presenta 

depósitos de Aβ y de tau hiperfosforilada en la amígdala, y esta es una zona del cerebro 

que se ha relacionado con un comportamiento ansioso  (Goedert et al., 1991; Nelson et 

al., 2007). La patología de la amígdala ha sido sugerida como una de las principales 

implicadas en el aumento de la ansiedad en el ratón 3xTg-AD (Nelson et al., 2007). 

Por otra parte, cuando aplicamos el tratamiento de EF observamos la recuperación de 

las afectaciones conductuales, como la ansiedad y la exploración. Estos resultados 

muestran que los efectos del EF sobre los patrones conductuales, discutidos en los dos 

capítulos anteriores, se materializan también en edades avanzadas de la patología en el 

modelo 3xTg-AD. 

 

2.4. Adquisición y retención del aprendizaje en el MWM 

Una de las afectaciones más importantes que se producen durante la EA es la pérdida 

progresiva de la memoria y esta afectación ha podido ser comprobada en muchos de los 

modelos experimentales para la enfermedad (Hsiao et al., 1996; Morgan et al., 2000; 

Gordon et al., 2001; Kotilinek et al., 2002). En nuestro estudio, al medir las afectaciones 

cognitivas a través del MWM, no encontramos diferencias entre los grupos durante la 

fase de aprendizaje pero sí en la retención, donde observamos una disminución 
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cognitiva en los Tg SED. Este resultado ha estado en correspondencia con lo observado 

en etapas anteriores de la vida de los ratones 3xTg-AD, en el presente trabajo y en 

varios estudios realizados con este modelo animal (Billings et al., 2005; Nelson et al., 

2007; Giménez-Llort et al., 2007; 2010; Sterniczuka et al., 2010). En algún caso las 

afectaciones cognitivas, evaluadas mediante MWM en este modelo, se han encontrado 

en la fase de aprendizaje y no en la retención (Nelson et al., 2007). En otras 

investigaciones publicadas con diferentes modelos de la enfermedad, también muestran 

que no existe una relación directa entre la capacidad de aprendizaje y la memoria 

(Daumas et al., 2008; Dumont et al., 2009a,b). 

El tratamiento de EF en los ratones hembras 3xTg-AD de 15 meses de edad produjo una 

tendencia a recuperar esta afectación. No obstante muchos trabajos, con diferentes 

modelos de ratones transgénicos para la EA y con diferentes períodos de EF, han 

publicado que este tratamiento produce mejoras cognitivas (Adlard et al., 2005; Nichol 

et al., 2007; 2009), incluyendo en etapas avanzada de la vida del modelo animal 

(Parachikova et al., 2008). En los resultados del capítulo 1, realizado con hembras de 

menor edad (4 y 7 meses), sí observamos que el EF voluntario produjo mejoras 

cognitivas significativas. Es evidente que las afectaciones neuropatológicas presentes 

cuando se inició este tratamiento (12 meses de edad) pudieron influir en que la 

recuperación cognitiva no fuera total. 

 

2.5. Evaluación del estado del estrés oxidativo cerebral 

En los ratones 3xTg-AD hemos detectado daños oxidativos cerebrales desde edades 

tempranas, con aumento de los LPO, afectaciones del metabolismo del glutatión, así 

como variabilidad en la actividad de las enzimas antioxidantes con respecto al control 

NTg (García et al., 2009a,b; Giménez-Llort et al., 2010). En este trabajo, con hembras 

de 15 meses, hemos encontrado un aumento significativo de los LPO y del GSSG. 

Además también encontramos aumentado el complejo enzimático GPx/GR,  implicado 

en el metabolismo del glutatión, y disminuidas la SOD-CuZn y la SOD-Mn. Los 

resultados de este trabajo concuerdan con lo encontrado por Resende et al., (2008) en 

hembras 3xTg-AD de entre 3 y 5 meses de edad.  

En todos los patrones de estrés medidos, el tratamiento de EF hizo posible el 

restablecimiento de los valores respecto al control NTg SED. Esto está en 

correspondencia con varios trabajos, donde han observado la disminución de 

marcadores de estrés oxidativo, como los LPO, con diferentes tratamientos de EF en 
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diferentes modelos animales (Radak et al. 2001a; Ogonovszky et al., 2005; García et al., 

2009a,b; Giménez-Llort et al., 2010). Por otra parte, la regulación de la actividad 

enzimática por la práctica regular de EF ha sido muy documentada por diferentes 

trabajos investigativos publicados (Somani et al., 1995; Somani and Husain, 1996; 

1997; Radak et al., 2001a,b; Devi and Kiran, 2004).  

En este estudio hemos observado elevados los LPO y baja la actividad de la SOD-CuZn, 

coincidiendo con un trabajo, con otro modelo de la EA, que muestran que al reducir la 

actividad de la SOD-CuZn se produce un incremento de los niveles de los LPO 

(Schuessel et al., 2005). En este y en los capítulos anteriores se ha discutido la 

importancia que tiene el funcionamiento de las SOD, para mantener un nivel bajo de 

estrés oxidativo y obtener mejoras cognitivas (Li et al., 2004a; Esposito et al., 2006; 

Dumont et al., 2009a). Es por esto que consideramos de gran importancia que el 

tratamiento de EF utilizado en este experimento aumentara la actividad estas enzimas. 

 

2.6. Western blot 

La pérdida de las proteínas sinápticas ha sido sugerida como una de las principales 

afectaciones neurológicas que se producen en la EA (DeKosky and Scheff, 1990; Terry 

et al., 1991). En este trabajo cuantificamos, mediante la técnica de western blot, la 

sinaptofisina y sinapsina como posible medida de este tipo de afectación. La sinapsina 

es una proteína específica de neuronas que está presente en las terminaciones pre-

sinápticas, considerada como una fosfoproteína que modula la liberación de 

neurotransmisores (Jovanovic et al., 2000), involucrada en mantener la estructura 

presináptica (Takei et al., 1995) y la elongación axonal (Akagi et al., 1996). Dado el 

papel crítico de la sinapsina en las funciones cerebrales, consideramos de gran 

importancia que el tratamiento aplicado haya influido beneficiosamente en la 

recuperación de sus valores, que se encontraban significativamente disminuidos en los 

Tg SED. Este resultado concuerdan con el trabajo realizado por Gómez-Pinilla et al. 

(2001), donde muestran que el ejercicio físico produce un aumento de la sinapsina. 

Además, en otro trabajo de este grupo se muestra que este aumento se produce en las 

zonas CA1 y CA3 (Vaynman et al., 2004). 

En algunos de los modelos de ratones transgénicos para la EA se ha podido observar 

una disminución de los niveles de sinaptofisina, que aumentan con la sobre-expresión 

de la SOD-Mn (Dumont et al., 2009a). En los ratones 3xTg-AD se ha publicado que se 

produce una disminución de esta proteína en zonas corticales en ratones machos de 7 
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meses de edad (Hedberg et al., 2010). En este estudio también hemos observado la 

disminución de esta proteína en el BO de ratones machos 3xTg-AD de 12 meses de 

edad. Sin embargo, no encontramos diferencias en su cuantificación, entre el control 

NTg SED y el Tg SED, en muestras de hipocampo de hembras de 15 meses. Con el 

tratamiento de EF observamos una pequeña tendencia a que esta proteína aumente, en 

correspondencia a lo observado en el capítulo 1 con ratones machos de 7 meses de edad. 

No obstante, otros autores citan el aumento de la sinaptofisina en diferentes modelos 

animales, cuando aplican tratamientos de ejercicio físico (Vaynman et al., 2004; 

Hescham et al., 2009; Macías et al., 2009).  

Además de las dos proteínas sinápticas, también se cuantificó el subtipo R2B del 

receptor NMDA y el CREB fosforilado (CREB, del inglés cyclic AMP response 

element binding protein). A pesar de que en varios trabajos se ha asociado el aumento o 

la disminución del receptor NMDAR2B con la memoria (Tang et al., 1999; Xu et al., 

2005; Chytrova et al., 2009), otorgándole una gran importancia, nosotros no 

encontramos diferencias entre los ratones del grupo NTg SED y del Tg SED. Tampoco 

observamos que este aumentara con el tratamiento de EF. Este resultado concuerda con 

algunos trabajos donde tampoco han encontrado que aumente este subtipo del NMDA 

con el EF (Dietrich et al., 2005; Vasuta et al., 2007). Sin embargo, como se mostró en 

los dos capítulos anteriores, el EF voluntario parece que puede actuar aumentando la 

subunidad NR2B (Farmer et al., 2004). En machos de 7 meses de edad (Capítulo 1) 

observamos una tendencia a que el NMDAR2B aumentara con el tratamiento de 6 

meses de EF y este aumento fue más evidente en los machos de 12 meses (Capítulo 2). 

Parece que el efecto del EF sobre la subunidad R2B del receptor NMDA podría estar 

relacionado con la edad, con el sexo y con la duración del tratamiento.  

En cuanto al CREB se ha dicho que es un factor de transcripción importante 

involucrado en el aprendizaje y la memoria (Finkbeiner, 2000; Gómez-Pinilla et al., 

2001) y que su fosforilación es un paso crucial para que este factor pueda realizar su 

actividad transcripcional  (Bito et al., 1996; Finkbeiner et al., 1997; Silva et al., 1998). 

Al medir la cantidad de P-CREB, en muestras de hipocampo de estos animales, no 

encontramos diferencias entre ninguno de los grupos. En un trabajo realizado por 

Molteni et al. en 2004, encuentran mediante western blot, que el EF no aumentó los 

niveles de esta proteína en el hipocampo de ratas con una dieta regular, pero sí en las 

que tenían una dieta rica en grasas. En otro trabajo se ha publicado que el EF aumentó la 

expresión de esta proteína (Vaynman et al., 2003) y que indujo su activación, 
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produciendo la fosforilación del CREB (Vaynman et al., 2004). No obstante, hay que 

tener presente que en estos tres estudios los animales fueron sacrificados 

inmediatamente después de realizar el tratamiento de EF, que fue de un corto período de 

tiempo. Por otra parte, ha sido publicado que los niveles de P-CREB sufren un acusado 

incremento en las neuronas del hipocampo durante la formación de la memoria (Impey 

et al., 1998). En nuestro trabajo los animales se sacrificaron 12 días después de haber 

terminado el tratamiento de 3 meses de EF y dos días después de haber realizado la 

prueba de MWM, muy vinculada a los procesos cognitivos. Es posible que estos 

factores influyeran en que no detectáramos cambios significativos entre los grupos en 

los niveles del P-CREB.  
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CAPÍTULO 4. EFECTO TERAPÉUTICO DEL EJERCICIO FÍSICO 

VOLUNTARIO EN RATONES HEMBRAS NTg Y 3xTg-AD 

OVARIECTOMIZADAS 

 

1. Resultados 

 

Un grupo de hembras NTg y 3xTg-AD de 4 meses de edad fueron ovariectomizadas y 

otro grupo se expuso a la operación simulada. A los 6 meses de edad, por un período de 

3 meses, la mitad de cada grupo fueron colocadas en jaulas con libre acceso a una rueda 

de actividad (NTg S+EXE, NTg Ov+EXE, Tg S+EXE, Tg Ov+EXE) y la otra mitad se 

utilizó como control sin ejercicio (NTg S+SED, NTg Ov+SED, Tg S+SED, Tg 

Ov+SED). A los 9 meses de edad todos los grupo fueron evaluados en cuanto a los 

patrones sensoriales, motores, conductuales y cognitivos. 

 

1.1. Distancia recorrida en la rueda de actividad 

La distancia promedio total recorrida por cada ratón se estimó como en el Capítulo 1, 

según el número de los ratones en cada caja y los recuentos de cada rueda (Figura 43). 

El grupo Tg S+EXE recorrió mayor distancia que el grupo control NTg S+EXE 

(ANOVA, genotipo F(1,32)=88.24, P<0.0001). La ovariectomía indujo una menor 

actividad en la rueda en ambos genotipos (ANOVA, ovariectomía F(1,32)=142.2, 

P<0.0001). 
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Figura 43. Distancia en la rueda de actividad. Se aprecia un efecto del genotipo y de la 
ovariectomía. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: Two-way ANOVA Bonferroni 
posttests, ***p<0.001 comparados al NTg S+EXE;  ###p<0.001, comparando Tg S+EXE y Tg 
Ov+EXE. 
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1.2. Función sensorial y motora 

La función sensorial y motora de los ratones hembras 3xTg-AD no se vio afectada a 

esta edad (Tabla 18). Al realizar la ovariectomía solo se encontraron afectaciones 

sensoriales en los NTg y estas afectaciones desaparecieron con el tratamiento de EF 

(ANOVA, F(7,61)=11.38, P<0.0001). Los 3xTg-AD presentaron mayor coordinación y 

equilibrio y el EF las potenció en todos los grupos. 

Cuando medimos la fuerza muscular encontramos que los ratones 3xTg-AD presentaron 

más fuerza muscular que los NTg. Mientras que el ejercicio aumentó la fuerza muscular 

(ANOVA, efecto ejercicio: F(1,61)=16.19, P=0.0002), la ovariectomía produjo 

disminución (ANOVA, efecto ovariectomía: F(1,61)=5.449, P=0.0229), pero de forma 

más marcada en los 3xTg-AD (Figura 44 B). La ovariectomía también produjo 

disminución de la masa muscular en el gastrocnemius pero más claramente en los NTg 

(ANOVA, F(7,61)=3.201, P=0.0060; Student´s test, P<0.05: NTg S+SED vs NTg Ov+SED) 

(ver Tabla 18). La terapia de EF indujo un aumento de la fuerza muscular en todos los 

grupos (ANOVA, efecto ejercicio F(1,61)=16.19, P=0.0002) y la recuperación de la masa 

muscular de los controles ovariectomizados.  

 

1.3. Función inmuno-endocrina 

Realizamos la comprobación de la cirugía pesando el útero de todos los grupos y 

observamos que el de las ovariectomizadas era significativamente menor (ANOVA, 

F(1,61)=121.6, P<0.0001) (Figura 44 A). El tratamiento de EF produjo una tendencia al 

aumento del valor porcentual de aportación al peso corporal del útero, más claramente 

en las NTg ovariectomizadas (ANOVA, efecto ejercicio F(1,61)=4.043, P=0.0459; 

Student´s test, P<0.05: NTg Ov+SED vs NTg Ov+EXE). 

No se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos en cuanto al 

peso corporal (Tabla 19). No obstante, los grupos ovariectomizados presentaron un 

mayor porcentaje de aportación de WAT al peso corporal, con valores significativos en 

el grupo NTg Ov+SED respecto al NTg S+SED (ANOVA, F(1,61)=11.97, P=0.0010). El 

EF actuó disminuyendo los valores de aportación al peso corporal de este tejido, de 

forma más clara en los grupos de 3xTg-AD ovariectomizadas (ANOVA, F(1,61)=11.33, 

P=0.0013; Student´s test, P<0.01: Tg Ov+SED vs Tg Ov+EXE) (Figura 44 C).  

Al medir el porcentaje de las glándulas adrenales, no observamos un patrón claro entre 

los grupos. No obstante, se pudo apreciar una tendencia a que las glándulas adrenales 
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Figura 44. Fuerza muscular y afectaciones endocrinas. Valor terapéutico del EF voluntario, (A) 
Porcentaje de aportación al peso corporal total del Útero, (B) Fuerza muscular,  (C) y (D) 
Porcentaje de aportación al peso corporal total del WAT y del Bazo. Se muestran las medias ± 
SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, 
***p<0.001 comparados al NTg S+SED;  #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001  comparando las 3xTg-
AD al Tg S+SED; &&p<0.01 comparando NTg Ov+SED y NTg Ov+EXE; $p<0.05 comparando 
Tg Ov+SED y Tg Ov+EXE. 
 

El bazo aumentó significativamente en los Tg S+SED con respecto a los NTg S+SED, 

se observó un efecto del genotipo (ANOVA, F(1,61)=14.97, P=0.0003) (Figura 44 D). 

Con la ovariectomía se produjo la disminución de la aportación del bazo al peso 

corporal, de forma significativa en los 3xTg-AD respecto a sus controles Tg S+SED 

(ANOVA, F(1,61)=5.259, P=0.0253). El tratamiento de EF indujo la recuperación del 

peso de este órgano en ambos grupos respecto a sus controles. 

estuvieran disminuidas en las NTg Ov+SED y a estar aumentadas en las Tg Ov+SED, 

respecto sus grupos controles. También observamos cierta tendencia a que el EF 

disminuyera este valor en los grupos 3xTg-AD.  
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Tabla 18. Efecto de la ovariectomía y del tratamiento de 3 meses de EF voluntario sobre la función sensorial y motora. 
  

NTg S+SED 
(n=8) 

 
NTg S+EXE 

(n=9) 

 
Tg S+SED 

(n=8) 

 
Tg S+EXE  

(n=9) 

 
NTg Ov+SED 

(n=9) 

 
NTg Ov+EXE 

(n=9) 

 
Tg Ov+SED 

(n=8) 

 
 Tg Ov+EXE  

(n=9) 
Función sensorial y motora 
Prueba de reflejos  
Incidencia de ambos reflejos      8/8 

 
8/9 

 
7/8 

 
8/9 

 
1/9 

 
8/9 

 
8/8 

 
9/9 

 
Fuerza muscular 

 

Fuerza (g) Ver Figura 44 B 

Gastrocnemius (% peso corporal) 0.50+ 0.01 0.47+ 0.02 0.50+ 0.01 0.53+ 0.02 0.45+ 0.01 0.49+ 0.01 0.50+ 0.02 0.52+ 0.01 
Soleus (% peso corporal) 0.10+ 0.01 0.09+ 0.01 0.10+ 0.01 0.09+ 0.01 0.07+ 0.01 0.10+ 0.01 0.09+ 0.01 0.10+ 0.01 
 
Varilla de madera 

 

Equilibrio (permanencia, s) 14.7+ 1.4 18.1+ 0.8 20.0+ 0* 20.0+ 0* 13.7+ 1.7 17.1+ 2.2 19.3+ 1.1 20.0+ 0 

Coordinación (distancia, cm) 0.3+ 0.2 1.6+ 0.4 0.7+ 0.1 4.7 + 0.8***,### 0.1+ 0.1 1.6+ 0.5 0.4+ 0.1 4.8+ 0.1***,###,$$$ 
 
Varilla de metal 

 

Equilibrio (permanencia, s) 2.0 + 0.7 4.0+ 0.8 4.0+ 0.8 12.4+1.7***,### 1.9+ 1.1 4.4+ 1.4 5.6+ 1.1 14.4+ 1.2***,###,$$$ 

Coordinación (distancia, cm) 0+ 0 0.1+ 0.1 0+ 0 0.5+ 0.2 0+ 0 0.1+ 0.1 0+ 0 1.0+ 0.5*,#,$ 

 
Cuerda de metal (2 ensayos 5s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 0.8+ 0.1 1.1+ 0.1 2.6+ 0.7 2.7+ 0.6 0.8+ 0.2 1.0+ 0.2 2.9+ 0.8* 3.2+ 0.6* 
Coordinación (distancia, cm) 0.8+ 0.4 1.1+ 0.5 1.9+ 0.7 1.6+ 0.6 0.4+ 0.2 0.7+ 0.4 1.7+ 0.5 1.8+ 0.6 
Elementos de suporte (n) 0.7+ 0.1 0.8+ 0.1 1.3+ 0.4 1.5+ 0.3 0.8+ 0.2 0.9+ 0.2 1.3+ 0.3 1.9+ 0.3* 
 
Cuerda de metal (1ensayo 60s) 

 

Fuerza (latencia de caída, s) 1.3+ 0.3 4.2+ 1.5 45.9+ 6.9*** 42.8+ 8.6*** 1.8+ 0.1 2.8+ 0.5 47.7+ 7.9*** 59.8+ 0.2*** 
Coordinación (distancia , cm) 0.1+ 0.1 0.2+ 0.1 2.8+ 0.6*** 2.9+ 0.7*** 0+ 0 0+ 0 3.6+ 0.6*** 3.2+ 0.5*** 
Elementos de suporte (n) 1.4+ 0.3 1.8+ 0.2 2.9+ 0.1*** 3.0+ 0*** 1.1+ 0.1 1.7+ 0.1&& 2.9+ 0.1*** 3.0+ 0*** 
Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, ***p<0.001 comparadas al NTg S+SED;  #p<0.05, 
##p<0.01, ###p<0.001 comparando Tg a la Tg S+SED; &&p<0.01, &&&p<0.001 comparando NTg Ov+SED y NTg Ov+EXE; $$$p<0.001 comparando Tg Ov+SED y Tg 
Ov+EXE. 
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Tabla 19. Efecto de la ovariectomía y del tratamiento de 3 meses de EF voluntario sobre la función inmuno-endocrina. 
  

NTg S+SED 
(n=8) 

 
NTg S+EXE 

(n=9) 

 
Tg S+SED 
     (n=8) 

 
Tg S+EXE  
     (n=9) 

 
NTg Ov+SED 

(n=9) 

 
NTg Ov+EXE 

(n=9) 

 
Tg Ov+SED 
    (n=8) 

 
Tg Ov+EXE  
      (n=9) 

Peso corporal 
Inicio del experimento (g) 21.2+ 0.4 20.4+ 0.4 22.7+ 0.8 22.9+ 0.8 20.8+ 0.5 20.8+ 0.4 20.8+ 0.4 21.4+ 0.4 
Inicio del ejercicio (g) 23.4+ 0.5 22.4+ 0.5 24.1+ 0.8 24.4+ 0.9 22.8+ 0.6 22.8 + 0.4 23.1+ 0.4 24.1+ 0.5 
Final del ejercicio (g) 25.0+ 0.8 22.9+ 0.6 26.0+ 1.3 24.8+ 0.8 23.9+ 0.8 22.2+ 0.9 23.1+ 0.4 22.7+ 0.6 
Útero (% del peso corporal) Ver Figura 44 A 

WAT (% del peso corporal) Ver Figura 44 C 
Adrenales (% del peso corporal) 0.044+ 0.005 0.041+ 0.003 0.042+0.006 0.035+0.006 0.037+ 0.004 0.040+ 0.004 0.048+ 0.006 0.036+0.004 
Bazo (% del peso corporal) Ver Figura 44 D 
Thymus (% del peso corporal) 0.17+ 0.02 0.14+ 0.02 0.16+ 0.01 0.15+ 0.01 0.18+ 0.02 0.16+ 0.01 0.17+ 0.01 0.18+ 0.01 
BAT (% del peso corporal) 0.45+ 0.06 0.36+ 0.04 0.40+ 0.06 0.46+ 0.03 0.56+ 0.06 0.51+ 0.04 0.50+ 0.02 0.46+ 0.04 
Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test. 
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1.4. Patrones conductuales 

 

1.4.1. Neofobia 

Como se muestra en la Figura 45 y en la Tabla 20 los ratones Tg S+SED mostraron un 

comportamiento neofóbico en la exposición a la nueva jaula de vida, con una elevada 

latencia de exploración vertical (ANOVA, F(7,61)=7.237, P<0.0001) y una baja 

exploración vertical (ANOVA, F(7,61)=7.237, P=0.0012) y de las esquinas (ANOVA, 

F(7,61)=3.643, P=0.0024). La ovariectomía produjo cierta neofobia en los NTg, que 

bajaron el número de exploraciones verticales y de las esquinas (Student´test, para 

ambos P<0.5: NTg S+SED vs NTg Ov+SED). Los Tg Ov+SED mantuvieron la conducta 

de su control Tg S+SED, que ya era neofóbica. El EF hizo que se produjera un 

comportamiento adecuado frente a la nueva jaula de vida. El efecto del EF se observó 

sobre la latencia de exploración vertical (ANOVA, F(1,61)=20.97, P<0.0001) y sobre el 

número de exploraciones de las esquinas (ANOVA, F(1,61)=4.789, P=0.0325). 

 

1.4.2. Campo abierto 

Ante la exposición a un campo abierto observamos un perfil ansioso en los ratones 

3xTg-AD hembras de 9 meses de edad (Tabla 20 y Figura 46 A-D). En la Figura 46 se 

puede observar como el grupo Tg S+SED presentó una elevada latencia de exploración 

horizontal (ANOVA, F(7,61)=4.717, P=0.0003) y vertical (ANOVA, F(7,61)=3.798, 

P=0.0017). En los NTg la ovariectomía indujo una conducta similar a la de los Tg 

S+SED, con una latencia de exploración vertical significativamente aumentada. En la 

exploración horizontal se observó un efecto de los grupos (ANOVA, F(7,305)=8.431, 

P<0.0001) y del tiempo (ANOVA, F(7,305)=9.545, P<0.0001). La ovariectomía empeoró 

esta conducta en los 3xTg-AD e indujo una tendencia a su aparición en los NTg 

(ANOVA, efecto ovariectomía: F(1,145)=8.495, P=0.0041). La exploración vertical 

también se observó disminuida en el grupo Tg S+SED (ANOVA, F(7,61)=6.168, 

P<0.0001). La ovariectomía en este patrón produjo el mismo efecto que en la 

exploración horizontal (ANOVA, F(1,145)=5.268, P=0.0231). El EF, en la mayoría de las 

variables medidas, produjo recuperación de los patrones conductuales afectados.  
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Tabla 20. Efecto de la ovariectomía y del tratamiento de 3 meses de EF voluntario sobre los patrones conductuales de los ratones 3xTg-AD y de sus 
controles NTg.   
 NTg S+SED 

(n=8) 
NTg S+EXE 

(n=9) 
Tg S+SED 

(n=8) 
Tg S+EXE  
     (n=9) 

NTg Ov+SED 
       (n=9) 

NTg Ov+EXE 
        (n=9) 

Tg Ov+SED 
      (n=8) 

Tg Ov+EXE  
      (n=9) 

Neofobia 
Actividad vertical (latencia, s) 

 
Ver Figura 45 A 

Números de corner (n) 7.5+ 0.9 6.8+ 1.2 2.9+ 0.6* 5.7+ 1.0 4.6+ 0.9 5.6+ 1.0 2.6+ 0.7** 5.0+ 0.5 
Actividad vertical (n) Ver Figura 45 B 
Campo abierto  
Latencia de movimiento (s) 0+ 0 0+ 0 0.6+ 0.4 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 
Actividad horizontal (latencia,s) Ver Figura 46 A 
Entrada a periferia (latencia, s) 5.6+ 1.5 5.8+ 1.1 33.2+ 22.9 4.9+ 2.6 4.9+ 2.4 11.1+ 2.1 13.4+ 3.5 17.7+ 11.0 
Actividad vertical (latencia, s) Ver Figura 46 C 

Higiene (latencia, s) 156.2+ 31.7 113.7+ 14.8 192.2+ 32.6 185.0+ 33.7 104.8+ 13.5 105.5+ 15.0 201.4+ 30.1 154.3+ 25.4 
Actividad horizontal (n) Ver Figura 46 B 
Actividad vertical (n) 43.9+ 9.5 37.3+ 6.7 7.4+ 1.9*** 17.2+ 4.0** 31.2+ 6.6 22.5+ 4.3* 5.8+ 1.0*** 19.1+ 3.6* 
Duración de la higiene (s)  5.5+ 1.7 7.1+ 0.9 2.7+ 0.9 6.0+ 1.7 5.7+ 1.0 8.2+ 1.8 4.6+ 1.7 5.4+ 1.3 
Defecación (n) 2.5+ 0.6 1.9+ 0.5 2.8+ 0.4 2.0+ 0.5 2.4+ 0.6 2.2+ 0.3 2.2+ 0.6 1.6+ 0.4 
Caja oscura/iluminada  
Salida al área blanca (latencia,s) 61.5+ 39.4 27.7+ 16.0 96.5+ 44.8 26.8+ 9.3 104.5+ 38.0 62.2+ 32.6 158.9+ 16.8 26.6+ 8.3$ 

Tiempo en área blanca (s) Ver Figura 47 A 

Entradas al área blanca (n) Ver Figura 47 B 
Defecación (n) 1.5+ 0.4 1.6+ 0.6 0.9+ 0.5 1.7+ 0.8 1.8+ 0.7 1.9+ 0.7 0.4+ 0.4 1.1+ 0.6 
Caja de 4 agujeros  
Latencia de movimiento (s) 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0.4+ 0.4 0+ 0 0+ 0 0+ 0 0+ 0 
Primer agujero (latencia, s) Ver Figura 48 A 
Cuatro agujeros (latencia, s) Ver Figura 48 B 

Tiempo de exploración (s) Ver Figura 48 C 

Número de exploraciones (n) 29.9+ 5.2 42.0+ 4.9 20.2+ 6.1 37.8+ 5.1 15.2+ 3.3 33.4+ 4.7& 8.9+ 2.0* 45.6+ 5.0##,$$$ 
Defecación (n) 2.2+ 0.6 1.1+ 0.3 3.6+ 0.6 1.3+ 0.6 3.1+ 0.8 3.2+ 0.6 2.5+ 0.8 1.1+ 0.4 
Nota: Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparadas al 
NTg S+SED;  ##p<0.01 comparando Tg a la Tg S+SED; &p<0.05 comparando NTg Ov+SED y NTg Ov+EXE; $p<0.05, $$$p<0.001 comparando Tg Ov+SED y Tg 
Ov+EXE.
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1.4.3. Caja oscura/iluminada 

En correspondencia con lo observado en el campo abierto, en esta prueba también 

observamos un perfil ansioso en los 3xTg-AD (Tabla 20 y Figura 47). El grupo Tg 

S+SED presentó un menor tiempo de exploración del área iluminada, respecto al grupo 

control NTg S+SED y esta conducta se acrecentó con la ovariectomía (ANOVA, 

F(7,61)=3.055, P=0.0080; Student´s test, P<0.05: NTg S+SED vs Tg S+SED). La 

ovariectomía indujo una conducta ansiosa en los NTg, que disminuyeron el número de 

entradas al área iluminada (ANOVA, efecto ovariectomía: F(1,145)=11.75, P=0.0008; 

Student´s test, P<0.05: NTg S+SED vs NTg Ov+SED). El EF funcionó como una terapia 

de recuperación en los grupos afectados, aumentado el tiempo de exploración del área 

iluminada (ANOVA, F(1,61)=5.830, P=0.0188) y aumentando el número de entradas al 

área en cuestión (ANOVA, F(1,305)=30.21, P<0.0001). 
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Figura 45. Neofobia. Afectaciones en los ratones hembra 3xTg-AD de 9 meses de edad. Efectos 
de la ovariectomía en los ratones controles NTg y en los 3xTg-AD . Valor terapeútico del EF. 
(A) Latencia de inicio de la actividad vertical, (B) Número de exploraciones verticales. Se 
muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparados al NTg S+SED;  #p<0.05, 
##p<0.01  comparando las 3xTg-AD al Tg S+SED; &&p<0.01 comparando NTg Ov+SED y NTg 
Ov+EXE. 
 

1.3.4. Caja de 4 agujeros 

En el grupo Tg S+SED la latencia de inicio de exploración de los agujeros y la de haber 

explorado los 4 agujeros mostraron una tendencia a estar aumentadas. La ovariectomía 

produjo esta tendencia en los NTg y empeoró la conducta exploratoria en el grupo Tg 

Ov+SED, que mostró una elevada latencia de exploración de los 4 agujeros (ANOVA, 

efecto ovariectomía: F(1,61)=4.257, P=0.0434) (Figura 48 A-B). Por otra parte, estos dos 

grupos de animales estuvieron el menor tiempo explorando (ANOVA, F(7,61)=8.091, 

P<0.0001; Student´s test, P<0.05: NTg S+SED vs NTg Ov+SED, P<0.01: NTg S+SED vs 
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Tg Ov+SED). La ovariectomía también indujo un menor número de exploraciones 

(ANOVA, efecto ovariectomía: F(1,145)=24.28, P<0.0001) (Figura 48 C-D). El EF actuó 

modificando estos valores hasta niveles adecuados, según el grupo control NTg S+SED. 

El efecto beneficioso del EF se observó en todos los valores medidos (latencia inicio 

exploración: ANOVA, F(1,61)=6.369, P=0.0142; latencia exploración 4 agujeros: 

F(1,61)=40.09, P<0.0001; número de exploraciones: F(1,61)=40.09, P<0.0001; tiempo 

exploración: F(1,61)=44.62, P<0.0001). 
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Figura 46. Campo abierto. Afectaciones en los ratones 3xTg-AD hembras de 9 meses de edad. 
Efectos de la ovariectomía en los ratones controles NTg y en los 3xTg-AD . Valor terapéutico 
del EF (A) Latencia de inicio de la actividad horizontal, (B) Número de exploraciones 
horizontales en cada minuto, (C) Latencia de inicio de la actividad vertical, (B) Número de 
exploraciones verticales en cada minuto. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way 
ANOVA Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05, **p<0.01 comparados al NTg 
S+SED; $$p<0.01 comparando Tg Ov+SED y Tg Ov+EXE.  
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Figura 47. Caja oscura/iluminada. Afectaciones en los ratones 3xTg-AD hembras de 9 meses de 
edad. Efectos de la ovariectomía en los ratones controles NTg y en los 3xTg-AD. Valor 
ansiolítico del EF (A) Tiempo de permanencia en el área blanca, (B) Número de entradas 
acumuladas en cada minuto. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA 
Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0.05 comparados al NTg S+SED; $p<0.05 
comparando Tg Ov+SED y Tg Ov+EXE. 
 

1.4. Adquisición y retención del aprendizaje en el MWM 

Los ratones de los grupos Tg S+SED, NTg Ov+SED y Tg Ov+SED presentaron los 

mayores valores de latencia de llegada a la plataforma, a lo largo de la fase de 

aprendizaje, indicando posibles afectaciones en el aprendizaje (Figura 49 A). El 

tratamiento de EF indujo latencias de llegada iguales o menores que las del grupo NTg 

S+SED. Se observó una interacción entre los grupos (ANOVA, F(7,366)=9.357, 

P<0.0001), entre los días (ANOVA, F(7,366)=31.91, P<0.0001) y un efecto de 

disminución de las latencias del ejercicio (ANOVA, F(1,366)=32.65, P<0.0001). Cuando 

evaluamos la memoria, mediante la prueba de retención del aprendizaje, confirmamos 

las afectaciones cognitivas de los 3 grupos de animales con las mayores latencias 

(Figura 49 B). El EF fue una terapia adecuada para la recuperación cognitiva con un 

efecto beneficioso más marcado en los grupos de ovariectomizadas. 
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Figura 48. Caja de 4 agujeros. Afectaciones en los ratones 3xTg-AD hembras de 9 meses de 
edad. Efectos de la ovariectomía en los ratones controles NTg y en los 3xTg-AD. Aumento de 
la conducta exploratoria debido a la terapia de EF. (A) Latencia de inicio de exploración, (B) 
Latencia de exploraración los cuatro agujeros, (C) Tiempo de exploración, (D) Exploraciones 
acumuladas cada minuto. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: One-way ANOVA 
Newman-Keuls Multiple Comparison Test, **p<0.01 comparados al NTg S+SED;  #p<0.05, 
##p<0.01, ###p<0.001  comparando las Tg al Tg S+SED; &&p<0.01 comparando NTg Ov+SED y 
NTg Ov+EXE; $$$p<0.001 comparando Tg Ov+SED y Tg Ov+EXE. 
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Figura 49. Laberinto acuático de Morris. (A) Latencia de llegada a la plataforma (B) Retención 
del aprendizaje. Se muestran las medias ± SEM. Estadística: Two-way ANOVA Bonferroni 
posttests, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparando tiempo de permanencia en el cuadrante 
plataforma contra el cuadrante opuesto. 
 

2. DISCUSIÓN  
 

La relación entre la funcionalidad de los ovarios y determinados patrones conductuales, 

como la ansiedad y la depresión, han podido ser reveladas en algunos estudios con 

modelos animales (Marcondes et al., 2001; Estrada-Camarena et al., 2003; Walf et al., 

2004; Zuluaga et al., 2005; de Chaves et al., 2009; Baeza et al., 2010). Además, también 

se ha visto el efecto beneficioso que producen las hormonas femeninas sobre la función 

cognitiva (Bimonte-Nelson et al., 2003; Daniel et al., 2006; Henderson and Sherwin, 

2007). En los últimos años se han realizado muchas investigaciones, principalmente en 

ratas, encaminadas a determinar las consecuencias de la ovariectomía en diferentes 
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funciones fisiológicas o sistemas, como el SNC , la función vascular, hepatocitos, 

huesos y la función inmune, entre otras (ver refs. Castillo et al., 2005, 2006; Perez-

Martin et al., 2005; Tresguerres et al., 2008; De la Fuente et al., 2004; Baeza et al., 

2007; 2009; 2010). La importancia de las hormonas femeninas  en la progresión de la 

EA también ha sido sugerida (ver refs. Henderson et al., 1994; Tang et al., 1996; Kawas 

et al., 1997; Brookmeyer et al., 1998; Manly et al., 2000).  

El principal objetivo de este estudio ha sido revelar la importancia que puede tener el 

EF sobre la recuperación de los patrones conductuales y cognitivos afectados por la 

carencia de hormonas femeninas, como puede ocurrir en las mujeres posmenopáusicas. 

Además, al realizar la ovariectomía sobre ratones hembras transgénicas para la EA, se 

ha podido mostrar la influencia de la carencia de los ovarios sobre la enfermedad y el 

papel, en ellas también, del EF como posible tratamiento.  

 

2.1. Función sensorial y motora 

Las afectaciones sensoriales y motoras no han sido mostradas en ratones hembras 3xTg-

AD de menos de 12 meses de edad (Giménez-Llort et al., 2007; 2010; Sterniczuka et al., 

2010). En este trabajo, con hembras de 9 meses de edad, en correspondencia con los 

trabajos ya publicados, tampoco encontramos este tipo de afectaciones. Todos los 

grupos presentaron buena coordinación y equilibrio, que fueron potenciadas con el 

tratamiento de EF; en correspondencia a lo observado en otras edades con el modelo 

3xTg-AD, discutido en este mismo trabajo y en trabajos previos publicados (Giménez-

Llort et al., 2010). No obstante, las hembras NTg Ov+SED sí presentaron pequeñas 

afectaciones sensoriales, aunque no motoras. En el trabajo realizado por Baeza et al., 

(2010) muestran que, debido a la ovariectomía, los ratones presentaron afectaciones 

sensoriales y motoras. Especulamos que en las afectaciones sensoriales y motoras 

producidas por la sustracción de los ovarios podrían influir tanto la edad en la que se 

realiza la ovariectomía como el momento en que se realiza la estimación de estas 

funciones, así como la especie y el genotipo del animal utilizado en cada estudio. 

En este trabajo observamos que los animales 3xTgAD ovariectomizadas disminuyeron 

significativamente la fuerza muscular. Además, observamos mayor masa muscular en el 

gastrocnemius del grupo NTg S+SED que el del NTg Ov+SED. Estos resultados se 

corresponden con la disminución de la actividad de los grupos de ovariectomizadas en 

la rueda de actividad. Varios autores sugieren la deficiencia de estrógenos en roedores 

como causa de una reducción significativa de la fuerza muscular (Warren et al., 1996; 

143



Resultados y Discusión                                                                                       Capítulo 4 
  

Fisher et al., 1998; Baeza et al., 2010). También se ha visto que en ratones la 

ovariectomía puede inducir menor actividad en la rueda (Cotman and Berchtold, 2002). 

En correspondencia a lo observado en animales, en mujeres posmenopáusicas también 

se ha encontrado que se produce la disminución de la masa y la fuerza muscular (Cauley 

et al., 1987; Aloia et al., 1991; Phillips et al., 1993). Por otra parte Hubal et al. (2005), 

han mostrado el efecto beneficioso del ejercicio sobre la recuperación de este tipo de 

afectaciones en ratones deficientes de estrógenos. 

 

2.2. Función inmuno-endocrina 

La disminución del peso del útero en los grupo de ovariectomizadas confirma que se 

realizó una sustracción de los ovarios satisfactoria. La ovariectomía ha sido asociada 

directamente a la atrofia uterina en modelos murinos (Li and McMurray, 2006; García-

Pérez et al., 2006). Además, su peso constituye un marcador típico de la acción 

estrogénica, ya que los estrógenos juegan un papel principal en el aumento de peso del 

útero (Frasor et al., 2003). El efecto beneficioso del EF sobre el funcionamiento del 

útero no ha sido ampliamente estudiado. No obstante, recientemente se publicado un 

trabajo en el que han observado que el tratamiento de EF, en ratas ovariectomizadas, 

produjo un aumento de los niveles de estradiol en el suero de estos animales (Hao et al., 

2010). En el presente estudio no se realizaron este tipo de análisis, pero sí observamos 

una clara tendencia a que el EF aumentara el peso relativo de este órgano. Es probable 

que el incremento del peso de este órgano pueda estar relacionado con mejoras en su 

funcionamiento. No obstante, otras investigaciones en este sentido deben de ser 

realizadas. 

El efecto de la ovariectomía sobre el peso corporal ha sido un tema polémico. Todo 

parece indicar que este factor puede depender de la edad en que se realice la 

ovariectomía, del tiempo pasado hasta que se realiza la estimación del peso, de la 

especie y del genotipo estudiado. Muchos autores han mostrado que la sustracción de 

los ovarios produce aumento de peso corporal (Hubal et al., 2005; Gomori et al., 2007; 

de Chaves et al., 2009; Witte et al., 2010), otros han mostrado que no se producen 

cambios (Holt et al., 1936; Nyda et al., 1948; Clark and Tarttelin, 1982; Mason et al., 

2010) y algún otro ha mostrado la pérdida de peso debido a la ovariectomía (Galletti 

and Klopper, 1964). En nuestro estudio no observamos diferencias significativas entre 

el peso de los grupos. Por otra parte, sí encontramos que la aportación de WAT del 

grupo Tg S+SED y de los grupos Ov+SED, de ambos genotipos, fuera mayor que el de 
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sus respectivos controles. En otro de nuestros trabajos, donde analizamos hembras de 7 

meses de edad, también apreciamos un aumento de WAT en hembras 3xTg-AD 

sedentarias, respecto a los controles NTg, y la capacidad del EF de hacer disminuir este 

tejido (Giménez-Llort et al., 2010).  

Varios autores han publicado que observan un aumento del tejido adiposo debido a la 

sustracción de los ovarios (Liang et al., 2002; Meli et al., 2004; Gomori et al., 2007; 

Blais et al., 2009; Hao et al., 2010; Witte et al., 2010). Ha sido sugerido que los 

estrógenos modulan la excitabilidad de las neuronas en el hipotálamo (Minami et al, 

1990) y que además pueden modular la expresión génica de neuropéptidos involucrados 

en la regulación de la homeostasis energética (Shimizu et al., 1996; Mystkowski et al., 

2000). Quizás esto pudo influir en que la ovariectomía produjera una clara tendencia a 

aumentar el peso del BAT. En todos los casos el tratamiento de EF actuó en función de 

restablecer la aportación de WAT y de BAT al peso corporal del animal respecto a los 

controles. Sene-Fiorese et al. (2010), en uno de sus trabajo ha mostrado que el EF puede 

regular el equilibrio entre estos tejidos, lo cual es observado en nuestro trabajo. 

También Sakurai et al., (2010) han publicado que el EF puede influir positivamente en 

la disminución de WAT. 

Cuando analizamos la aportación al peso corporal de las glándulas adrenales, no 

observamos un patrón claro en los grupos. No obstante, podemos decir que encontramos 

una tendencia a que estas glándulas estuvieran disminuidas en las NTg Ov+SED y a 

estar aumentadas en las Tg Ov+SED. Ha sido sugerido que el eje HPA está sujeto a la 

influencia de las hormonas sexuales y de determinadas neuropatologías (Viau and 

Meaney, 1991; Canny et al., 1999; Viau, 2002; García-López et al., 2005) y que la 

actividad de muchas proteínas que actuan sobre este eje son reguladas por hormonas 

sexuales que están presentes a diferentes niveles del eje (Hirst et al., 1992; Herbison, 

1995; Bethea et al., 1996; Madigou et al., 1996; García-López et al., 2005). Además, ha 

sido sugerido la influencia de estas hormonas, a través de este eje, en los estados 

depresivos y en los comportamientos ansiosos (García-López et al., 2005; Walf and 

Frye, 2005b). Según Carey et al. (1995), el eje HPA y el eje hipotalámico-pituitaria-

ovarios (HPO) interaccionan claramente afectando la función neuronal. El efecto 

beneficioso del EF sobre el eje HPA ha sido discutido ampliamente en el capítulo 2. No 

obstante, en este estudio con hembras, solo observamos cierta tendencia a que el 

tratamiento de ejercicio aumentara el porcentaje de aportación de estas glándulas al peso 

corporal en los grupos 3xTg-AD. 
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Al medir la aportación al peso corporal del timo y el bazo para determinar posibles 

afectaciones inmunológicas, encontramos que el bazo era significativamente más 

pesado en los Tg S+SED con respecto a los NTg S+SED. Además, observamos que 

disminuyó la aportación del bazo al peso corporal en los Tg Ov+SED, respecto de su 

control Tg S+SED. En ratones ovariectomizadas se ha visto, mediante el análisis de una 

serie de parámetros investigados en el bazo y en los nódulos axilares, que se puede 

producir una inmunosenescencia prematura (Baeza et al., 2010). Estos datos se podrían 

tener en cuenta para realizar nuevas investigaciones, en el sentido de relacionar los 

procesos de envejecimiento y la EA en el modelo 3xTg-AD. En todos los casos el EF 

hizo que se restablecieran los valores respecto a cada control. Como se ha explicado con 

anterioridad, el EF produce una sustancial redistribución de las células dentro y fuera de 

los órganos linfoides y esta movilización parece que puede aumentar la vigilancia y 

actuación del sistema inmunológico (Krüger and Moren, 2007). 

 

2.3. Patrones conductuales 

La depresión y la ansiedad son unos de los síntomas más citados que se observan en las 

mujeres menopáusicas, debido a la ausencia de las hormonas producidas por los ovarios 

(Pisani et al., 1998; Paoletti et al., 2001). Algún estudio epidemiológico indica que entre 

el 8 y 47 % de las mujeres, bajo los efectos de la etapa de la menopausia, sufren de 

síntomas depresivos (Schmidt, 2005; Avis et al., 2001). Este tipo de desorden, junto a la 

ansiedad, incrementa en las mujeres posmenopáusicas (Weissman and Olfson, 1995; 

Alexander, 2007). Varios estudios en animales han podido mostrar también la influencia 

de los ovarios en este tipo de conducta, en correspondencia a lo observado en humanos 

(Marcondes et al., 2001; Zuluaga et al., 2005; de Chaves et al., 2009; Baeza et al., 

2010).   

Nuestros resultados, de acuerdo con los trabajos citados anteriormente, muestran que la 

ovariectomía produjo afectaciones en la ansiedad, la motivación y la exploración de las 

hembras NTg y empeoró esta conducta en las 3xTg-AD. En un trabajo con ratas, a las 

que le evalúan la conducta entre 3 y 15 meses después de ser ovariectomizadas, también 

observan un estado conductual ansioso (de Chaves et al., 2009). Por otra parte, varias 

investigaciones con diferentes modelos animales, han mostrado que a un mayor estado 

de ansiedad corresponde un menor nivel plasmático de las hormonas ováricas 

(Marcondes et al., 2001; Gomez et al., 2002; Reddy, 2003). En otros trabajos han 

podido comprobar que, el estado ansioso se pone más de manifiesto en hembras que han 
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sido evaluadas mucho tiempo después de la ovariectomía que en otras evaluadas poco 

tiempo después (Picazo et al., 2006; Lagunas et al., 2010). Además, se han publicado 

algunos trabajos donde muestran la disminución de la actividad locomotora en 

diferentes modelos animales ovariectomizadas (Gomori et al., 2007; Witte et al., 2010). 

En el trabajo realizado por Baeza et al., (2010) también observan una disminución de las 

capacidades exploratorias en ratones ovariectomizadas, con una bajada significativa de 

la actividad exploratoria vertical. 

Por otra parte, varios trabajos han mostrado que la progesterona y el estradiol 

disminuyen los efectos del comportamiento ansioso en ratones ovariectomizadas (ver 

refs. Estrada-Camarena et al., 2003; Frye et al., 2004; Frye and Walf, 2004; Frye and 

Wawrzycki, 2003; Koss et al., 2004; Rachman et al., 1998; Walf and Frye, 2005a; 

2006). También ha sido sugerido que algunas hormonas de los ovarios pueden regular la 

proliferación celular en el hipocampo (ver refs. Falconer and Galea, 2003; McEwen, 

2001; Tanapat et al., 1999; 2005) y esto ha sido asociado con una acción antidepresiva 

de estas hormonas (Brummelte et al., 2006; Darnaudéry et al., 2006; Fuchs et al., 2004; 

Schmitz et al., 2002; Swaab et al., 2005). 

En este estudio, además, pudimos observar una conducta claramente afectada en las 

hembras Tg S+SED, con una baja motivación por la exploración y un estado ansioso 

frente a ambientes novedosos y estimulantes. Estos resultados concuerdan con lo 

publicado por Giménez-Llort et al. (2007), en la caracterización de este modelo. En 

trabajos anteriores con hembras de 7 meses de edad también hemos observado este tipo 

de conducta (García et al., 2009a,b; Giménez-Llort et al., 2010). Otros autores también 

han observado este tipo de afectaciones conductuales en este modelo animal (Nelson et 

al., 2007; Sterniczuka et al., 2010). 

El tratamiento de EF aplicado influyó positivamente en la recuperación de los patrones 

conductuales alterados. Esto se corresponde con varios estudios publicados, donde 

observan mejoras conductuales producidas por diferentes tratamientos de EF 

(Pietropaolo et al., 2008b; García et al., 2009a,b; Yuede et al., 2009; Giménez-Llort et 

al., 2010) y con los resultados mostrados en los capítulos anteriores del presente trabajo.  

 

2.4. Adquisición y retención del aprendizaje en el MWM 

El efecto beneficioso que producen las hormonas femeninas sobre la función cognitiva 

ha sido descrita por diferentes autores (ver refs. Bimonte-Nelson et al., 2003; 

Savonenko and Markowska, 2003; Daniel et al., 2006; Henderson and Sherwin, 2007). 
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Se ha sugerido que alguna de estas hormonas, como los estrógenos, pueden actuar 

positivamente sobre el sistema colinérgico en una variedad de regiones cerebrales 

(Simpkins et al., 1997; Gibbs and Aggarwal, 1998). El déficit de este sistema puede 

estar involucrado en las afectaciones cognitivas asociadas con la EA  (Markowska et al., 

1995; Muir, 1997; Fadel et al., 1999).  

En correspondencia con algunos de los trabajos citados, en este estudio pudimos 

comprobar la disminución de las capacidades cognitivas en ambos genotipos, debido a 

la carencia de las hormonas femeninas, producida por la sustracción de los ovarios. Por 

otra parte, también observamos afectaciones cognitivas en las Tg S+SED; como ha sido 

observado que ocurre desde edades tempranas en hembras de este modelo animal 

(Billings et al., 2005; Nelson et al., 2007; García et al., 2009a,b; Giménez-Llort et al., 

2007; 2010; Sterniczuka et al., 2010). 

El EF resultó una terapia adecuada para recuperar las capacidades cognitivas, tanto en 

los grupos de ovariectomizadas como en las Tg S+SED. Estas cualidades del EF de 

actuar positivamente en la recuperación de las afectaciones cognitivas se corresponden a 

lo observado en los capítulos anteriores de este trabajo, y han sido observadas por 

diferentes autores (Adlard et al., 2005; Nichol et al., 2007; 2009).  
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DISCUSIÓN  GENERAL 

 

Durante los últimos años un gran número de investigadores han dedicado sus esfuerzos 

a estudiar la capacidad del EF para contrarrestar cualquiera de los procesos 

neuropatológicos y progresivos de la EA, aplicando diferentes terapias de EF -

voluntario o forzado, de corto o de largo período de duración-, en variadas etapas de la 

vida de los modelos animales de la enfermedad (ver refs. Addlar et al., 2005; Wolf et 

al., 2006; Parachikova et al., 2008; Richter et al., 2008; Nichol et al, 2007; 2008; 2009; 

Giménez-Llort et al., 2010). Por otra parte, varios autores han mostrado que el EF tiene 

un efecto sistémico en el organismo (Shing et al., 2007; Radak et al., 2008a), 

incluyendo el sistema nervioso central, y que por el contrario la inactividad física es uno 

de los factores de riesgo más importante para padecer algún tipo de demencia (ver refs. 

Middleton et al., 2008; Erickson et al., 2009), incluyendo la EA (ver refs. Cotman and 

Berchtold, 2007; Kivipelto and Solomon, 2008; Larson, 2008; Purnell et al., 2009). Sin 

embargo, aun no se ha llegado a un consenso en cuanto a si el valor del EF sobre la EA 

es preventivo o terapéutico o si radica en los dos.  

 

Estudios realizados desde la década pasada han mostrado que en las personas de origen 

étnico similar que han cambiado su país de residencia, hay mayor prevalencia de esta 

enfermedad que en aquellas que permanecen viviendo en su país de origen (africanos y 

japoneses viviendo en USA) (ver refs. Hendrie et al., 1995; Graves et al., 1996; White 

et al., 1996). Datos que sugieren que la dieta y el estilo de vida pueden tener una 

importante influencia, inclusive tanto como los factores genéticos, para padecer la EA 

(ver refs. Panza et al., 2004; Arab and Sabbagh, 2010; Sofi et al., 2010) y que el EF 

podría tener un gran valor preventivo sobre la EA. En correspondencia con estas 

investigaciones, en el primer capítulo del presente trabajo pudimos comprobar que una 

terapia preventiva, de largo período de exposición a una rueda de actividad, fue más 

efectiva que las exposiciones cortas aplicadas, con un sentido preventivo o terapéutico. 

No obstante, las terapias de EF de largo período, que empleamos en los demás 

experimentos, también mostraron el efecto beneficioso del EF. Sin embargo, el ejercicio 

de 3 meses de duración, aplicado en las hembras desde los 12 a los 15 meses de edad, 

produjo un menor efecto sobre la función cognitiva. Estos resultados sugieren que el EF 

tiene un gran valor preventivo, y que su valor terapéutico es más claro en etapas menos 

avanzadas de la enfermedad.  
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En un trabajo realizado por Richter et al. (2008), con un modelo de ratón transgénico 

para la EA (TgCRND8), sugieren que el EF en rueda de actividad, aplicado cuando la 

placa ya está presente, puede resultar más patológico que protector. Estos autores 

sugieren que el efecto beneficioso del ejercicio para contrarrestar el avance de la EA, 

puede depender del momento exacto en que se aplique el tratamiento durante el proceso 

de la enfermedad (Richter et al., 2008). En etapas donde la patología se hace más 

evidente, con presencia de placas seniles y ONF, el efecto de la terapia de EF debe ser 

más estudiado. No obstante, en nuestro trabajo el ejercicio aplicado en esta etapa de la 

patología, 12 a 15 meses de edad, produjo un efecto beneficioso y no patológico. 

 

El EF forzado y el voluntario han sido mostrados por beneficiar el aprendizaje y/o la 

memoria, aunque se ha sugerido que el que se realiza de forma voluntaria puede 

producir más beneficios, inclusive siendo de corta duración (1 semana) (Vaynman et al., 

2004a,b; 2007). Sin embargo, la mayoría de los efectos beneficiosos se han asociado al 

ejercicio de un largo período de duración (considerando como largo más de 3 semanas) 

(van Praag et al., 2005; Schweitzer et al., 2006; Radak et al., 2006; O’Callaghan et al., 

2007). Nuestros resultados, en general, han estado en correspondencia con lo 

encontrado en otros modelos animales. Los efectos del EF se han apreciado tanto a nivel 

conductual como cognitivo, pudiéndose comprobar estas mejoras en el sistema inmuno-

endocrino y en cuanto a los niveles de estrés oxidativo cerebral y de las proteínas 

cerebrales relacionadas con la disfunción sináptica y con las afectaciones cognitivas.  

 

Ha sido publicado por diferentes autores que el ejercicio puede aumentar la expresión 

de una gran cantidad de proteínas cerebrales como el CREB (Vaynman et al., 2003; 

2004a), el GDNF  (Kleim et al., 2003; Tajiri et al., 2010), la subunidad NR2B del 

receptor NMDA (Farmer et al., 2004), el BDNF (ver refs. Vaynman et al., 2004a,b; 

2007; Gomez-Pinilla et al., 2007; Macías et al., 2007; Goekint et al., 2008; Griesbach et 

al., 2009), la sinaptofisina (Vaynman et al., 2006; Hescham et al., 2009; Macías et al., 

2009), la sinapsina (Gómez-Pinilla et al., 2001; Vaynman et al., 2004b; 2006), la IGF-1 

(ver ref. Llorens-Martín et al., 2008), entre otras. En la mayoría de los casos en los que 

se muestra el aumento de estas proteínas los animales han sido sacrificados 

inmediatamente después de realizar el entrenamiento de EF. Sin embargo, en el presente 

trabajo los animales fueron sacrificados dos días después de haber realizado la prueba 

de MWM y 12 días después de haber terminado el tratamiento de EF. Es posible que 
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estos factores pudieran influir en que no encontráramos afectados los niveles de algunas 

de estas proteínas en los Tg SED, y de que no observáramos un claro efecto sobre ellas 

con el ejercicio. No obstante, como pocos estudios han mostrado el efecto del ejercicio 

sobre el contenido de GDNF (Kleim et al., 2003; Tajiri et al., 2010), damos cierta 

importancia a que en nuestro trabajo observemos un aumento de este en el hipocampo, 

con los tratamientos en los ratones machos de 7 meses de edad. El GDNF es un factor 

neurotrófico, que juega un importante papel en la supervivencia celular y en el aumento 

de las propiedades de la plasticidad sináptica con un adecuado crecimiento axonal 

(Arenas et al., 1995; Holm et al., 2002), factores que juegan un papel principal en el 

progreso de la EA. 

 

En este sentido, también damos gran importancia al hecho de haber encontrado 

disminuidos el subtipo R2B del receptor NMDA y la sinaptofisina en el BO, ya que 

muy probablemente la pérdida de las funciones sensoriales comentadas en el capítulo 2, 

podrían estar relacionas con la disminución de estas proteínas en el BO. Por otra parte, 

recientemente se ha publicado un estudio realizado con un modelo de ratón transgénico 

para la EA (Tg2576), donde se han encontrado disfunciones olfatorias asociadas a la 

presencia y aumento de Aβ en el BO, detectado desde los 3 meses de edad, y en otras 

áreas del cerebro, como el córtex orbitofrontal, córtice piriforme anterior y posterior, el 

córtex entorrinal y el hipocampo (Wesson et al., 2010). En esta publicación se sugiere 

que las afectaciones conductuales de respuesta al olor en los ratones Tg2576, podría ser 

un indicador del la evolución de la patología de Aβ y que podría servir para la 

monitorización de terapias encaminadas a su reducción (Wesson et al., 2010). En el 

presente trabajo, la disminución de la subunidad R2B y de la sinaptofisina en el BO, 

aportan nuevos datos a los posibles eventos que se producen en él durante la EA. 

Nuevas investigaciones en este sentido, con los ratones 3xTg-AD y/o con otros modelos 

de la enfermedad deben ser realizadas. 

 

Como se ha comentado anteriormente, la actividad neuroprotectora del EF contra la EA 

se ha mostrado en una variedad de modelos animales. Esta actividad en los últimos años 

también ha comenzado a estudiarse en humanos (ver ref. Kramer et al., 2003). Por 

ejemplo, en un estudio reciente en New York, USA, con cerca de 2000 personas, se 

pudo comprobar que tanto la dieta mediterránea como el EF se pueden asociar a la 

disminución del riesgo de padecer la EA (Scarmeas et al., 2009). En otro estudio 
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realizado en Finlandia, con cerca de 1500 personas, se muestra que aquellos que 

realizaron ejercicio redujeron en un 60% el riesgo de padecer la enfermedad respecto a 

los sedentarios (Kivipelto and Solomon, 2008). En otro trabajo realizado en Canadá, 

con alrededor de 4600 adultos mayores, también pudieron comprobar el efecto protector 

del EF frente al riesgo de padecer la EA (ver ref. Laurin et al., 2001). Por último, en un 

estudio longitudinal realizado en Seattle, USA, se evaluaron 2000 personas mayores no 

dementes durante el transcurso de 6 años. Durante este tiempo 158 de los participantes 

desarrollaron demencia, 107 de las cuales se consideraron como EA. Aquí comprobaron 

que las personas que realizaban ejercicio tres veces o más a la semana presentaron una 

reducción del 40% del riesgo de desarrollar este tipo de enfermedad (Larson et al., 

2006b). En algunos de estos estudios además, se han correlacionado positivamente los 

efectos neuroprotectores a la cantidad de EF, como una posible dosis-respuesta (Laurin 

et al., 2001; Scarmeas et al., 2009).  

 

Más recientemente se han incrementado los estudios que se realizan en humanos 

relacionando el EF y las mejoras cognitivas. Por ejemplo, se muestra el valor del 

ejercicio físico para mejorar los procesos de control ejecutivo en mujeres adultas, con 

deterioro cognitivo leve (Baker et al., 2010b) y para mejorar la cognición de los adultos 

mayores con intolerancia a la glucosa, que se considera un factor de riesgo para la EA 

(Baker et al., 2010a). En otro trabajo, realizado en Minesota con 1324 sujetos, 

encontraron el EF moderado, en la mediana o avanzada edad, asociado a una menor 

probabilidad de tener problemas cognitivos leves (Geda et al., 2010). 

 

También en España se han comenzado a realizar investigaciones en este sentido. En 

2008 se publicó un estudio, con pacientes de la enfermedad, donde se muestra que 

después del entrenamiento, que fue de 12 semanas de duración, los pacientes 

aumentaron la fuerza muscular y la flexibilidad de las extremidades inferiores y 

superiores, mejoraron la agilidad, la dinámica, el equilibrio, la resistencia física y en 

especial la capacidad de realizar actividades de forma independiente (Santana-Sosa et 

al., 2008).  

 

En otro sentido queremos destacar el efecto regulador del ejercicio sobre las 

afectaciones inmuno-endocrinas que se observaron en el modelo animal 3xTg-AD, 

mediante la estimación del peso de diferentes órganos y tejidos de este sistema. Durante 
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la discusión de cada capítulo particular se ha mostrado que los efectos del EF parece 

que pueden abarcar el sistema inmunológico y que varios autores han sugerido que estos 

efectos pueden ser beneficiosos. Aunque en el presente trabajo no se determinaron 

marcadores de inflamación cerebral, queremos argumentar que en algunos trabajos 

realizados con el modelo de ratón Tg2576, transgénico para la EA, se ha comprobado el 

efecto beneficioso de tratamientos de EF sobre la respuesta inmune en el cerebro 

(Nichol et al., 2008; Parachikova et al., 2008). En uno de los trabajos el EF produjo 

cambios de la respuesta inmune coincidiendo con la disminución de los niveles de Aβ 

cerebrales en estados avanzados de la patología (Nichol et al., 2008). En el otro trabajo 

el EF produjo mejoras del aprendizaje coincidiendo con el aumento de varios 

marcadores de la respuesta inmune, incluyendo dos citoquinas, la CXCL1 y la 

CXCL12, que la relacionan con los procesos de mejoras cognitivas (Parachikova et al., 

2008).   

 

Algunos estudios muestran que en los ratones 3xTg-AD y en otros modelos de ratones 

transgénicos para la EA se produce la hiperactividad del eje HPA de una manera edad- 

y sexo-dependiente (Touma et al., 2004; Clinton et al., 2007), en correspondencia a 

otros autores que anteriormente habían mostrado cambios en la función de este eje en 

pacientes de la enfermedad (Davis et al., 1986; Hatzinger et al., 1995; Peskind et al., 

1996). Se ha publicado que los pacientes de la EA son especialmente sensibles a los 

cambios en los niveles de cortisol, por ejemplo los enfermos con niveles altos de 

cortisol tienen un peor rendimiento en las tareas de memoria que los que tienen un bajo 

nivel (Carlson et al., 1999). Se ha visto que son incapaces de responder adecuadamente 

a las situaciones de estrés, lo que conduce a una hiperactividad crónica del eje HPA y a 

producir efectos perjudiciales sobre el envejecimiento cerebral (Deshmukh and 

Deshmukh, 1990).  

 

Los trastornos psicológicos y de estado de ánimo que preceden y/o acompañan las 

alteraciones cognitivas en la EA tienen un efecto invalidante, que agrava la situación de 

los enfermos. Depresión, apatía, cambios de ritmo circadiano, agresividad, etc. son 

síntomas patológicos a considerar en una terapia integral anti-EA. En este sentido se han 

descrito efectos clínicos beneficiosos del EF. En el 2003 se publicó un trabajo realizado 

en USA entre 1994 y 1999, con 153 pacientes de la EA, donde observaron que los 

pacientes que realizaron ejercicio mejoraron las condiciones físicas, disminuyeron la 
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depresión y presentaron menor índice de institucionalización (Teri et al., 2003). Otro 

estudio realizado con 90 pacientes de la EA mostró que el ejercicio físico fue adecuado 

para mejorar las afectaciones relacionadas con el estado de ánimo (Williams and 

Tappen, 2007). Más recientemente se ha publicado un estudio, realizado en Brasil, con 

pacientes diagnosticados de trastorno depresivo mayor y con una edad superior a los 60 

años, donde se muestra que el EF facilitó el tratamiento depresivo mayor, dando lugar a 

una mejoría clínica y física y a la protección contra una disminución de la actividad 

cortical (Deslandes et al., 2010). Otro estudio, empleando como muestra jóvenes entre 

18 y 20 años con síntomas leves de depresión o sin ellos, también ha podido comprobar 

el efecto beneficioso del ejercicio físico sobre el sistema neuroendocrino (Nabkasorn et 

al., 2006). Trabajos anteriores también habían mostrado la efectividad del ejercicio 

físico en humanos para disminuir los niveles de estrés (Jin, 1992; Harte et al., 1995). El 

efecto regulador del EF sobre la ansiedad, la emotividad, la apatía  y el miedo también 

han sido comprobados, mediante el presente trabajo, en el ratón 3xTg-AD.  

 

Otro de los factores muy considerados en la literatura para disminuir el riesgo de 

padecer la EA o para su tratamiento, han sido los antioxidantes, naturales y/o sintéticos 

(ver ref. Arab and Sabbagh, 2010). Como se ha comentado con anterioridad, varios 

estudios muestran evidencias de la presencia de estrés oxidativo cerebral en los 

pacientes de la EA (Balazs and Leon, 1994; Lovell et al., 1995; Markesbery, 1997; 

Sayre et al., 1997; Ramassamy et al., 1999), asociándolo inclusive a las placas seniles y 

a los ONF (Vitek et al., 1994; Smith et al., 1996). Estas evidencias también han sido 

encontradas en diferentes modelos experimentales de la enfermedad (Li et al., 2004a; 

Schuessel et al., 2005; Esposito et al., 2006; Dumont et al., 2009a; Herring et al., 2010) 

y en correspondencia con ellos, hemos observado un aumento de los marcadores de 

estrés oxidativo en este estudio y en otro trabajo anterior con el modelo animal 3xTg-

AD (Giménez-Llort et al., 2010).  

 

En humanos, algunos estudios han mostrado la influencia de los antioxidantes sobre las 

funciones cognitivas (ver Praticò, 2008). Por ejemplo, un trabajo realizado con más de 

4000 pacientes de avanzada edad muestra que la disminución de los niveles circulantes 

de vitamina E, pero no de vitamina A, C, β-caroteno y selenio, son consistentemente 

asociados a la disminución de la memoria (Perkins et al., 1999). Otro estudio 

relacionado con el envejecimiento, en Honolulu, asoció la toma suplementaria de 
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vitamina E o C a un mejor rendimiento cognitivo (Masaki et al., 2000). En un proyecto 

de envejecimiento y salud, realizado en Chicago, también se muestra que la toma 

suplementaria o mediante alimentos de estas vitaminas se correlacionan inversamente 

con el deterioro cognitivo (Morris et al., 2002). En Canadá, en un trabajo realizado con 

personas mayores de 65 años, concluyen que la suplementación con vitaminas 

antioxidantes proporciona cierto efecto protector para el deterioro cognitivo (Maxwell et 

al., 2005). En otro de los estudios, realizado con cerca de 1500 mujeres entre 70 y 79 

años de edad, se muestra que la suplementación a largo plazo con vitamina C y E da 

como resultado un mejor estado cognitivo (Grodstein et al., 2003).  

 

En esta misma dirección también se han realizado trabajos para determinar la 

importancia de los antioxidantes en la EA. En uno de ellos, realizado con más de 500 

individuos, se estudia la ingesta dietética de vitamina E durante una media de 6 años y 

se asocia a un menor riesgo de padecer Alzheimer (Engelhart et al., 2002). No obstante, 

hay autores que no han encontrado asociación entre la toma de vitaminas antioxidantes 

y el menor riesgo de padecer la EA (Luchsinger et al., 2003; Zandi et al., 2004; 

Fillenbaum et al., 2005; Gray et al., 2008). En un estudio realizado en Valencia, España, 

se estudió el efecto de la vitamina E durante 6 meses en 57 pacientes de la EA, de los 

cuales terminaron el estudio 33 (Lloret et al., 2009). En ese trabajo observaron que, 

según los resultados obtenidos, se podían definir dos grupos de pacientes. Un primer 

grupo formado por pacientes que respondieron a la vitamina E bajando los niveles de 

estrés oxidativo, midiendo en sangre el GSSG, y que mantenían los niveles cognitivos, 

y un segundo grupo en los que la vitamina E no fue efectiva en prevenir el estrés 

oxidativo. En el segundo grupo los niveles cognitivos bajaron incluso más que en los 

que habían tomado placebo. Estos autores concluyen que no se debe recomendar la 

toma de vitamina E sin determinar su efecto antioxidante en cada paciente (Lloret et al., 

2009). 

 

Teniendo en cuenta estos trabajos citados, pensamos que el valor de los antioxidantes 

para prevenir o tratar la EA debe ser más estudiado. En nuestro trabajo medimos el 

efecto terapéutico de la melatonina, que como se ha comentado anteriormente, se valora 

en la literatura como un potente antioxidante. La melatonina es un antioxidante que ha 

tomado peso en las investigaciones de los últimos años. A estas propiedades 

antioxidantes recientemente se le han sumado la de que juega un papel neuroprotector 
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contra los péptidos de Aβ (Pappolla et al., 1998; Chyan et al., 1999; Olivieri et al., 

2001) y la de actuar evitando la hiperfosoforilación de tau (Liu and Wang, 2002; Li et 

al., 2004b; Wang et al., 2004a,b; 2005b; Deng et al., 2005; Li et al., 2005). Es por ésto 

que ya se ha estado utilizando en los pacientes de la EA, para mejorar la ritmicidad 

circadiana, disminuir la conducta agitada, la confusión y para producir mejoras en la 

memoria (Brusco et al., 1998; 2000; Cohen-Mansfield et al., 2000; Cardinali et al., 

2002a,b). Más recientemente también ha sido utilizada como tratamiento efectivo en 

pacientes con deterioro cognitivo leve (Furio et al., 2007). 

 

En este estudio mostramos el efecto beneficioso, antioxidante y neuroprotector en 

general, de esta hormona. El tratamiento con melatonina de los ratones 3xTg-AD, con 

dosis de 10 mg/kg/día, indujo una mejora de la función sensorial, de la función inmuno-

endocrina y de los patrones cognitivos. El menor efecto de esta indoleamina lo 

observamos sobre los patrones conductuales, no obstante en la discusión del capítulo 2 

mostramos que en varios estudios han observado efectos beneficiosos de la melatonina 

sobre los patrones conductuales. Por otra parte, este tratamiento produjo un aumento de 

las enzimas antioxidantes cerebrales, lo cual se ha discutido que es de gran importancia 

para la EA. En general, los resultados obtenidos debido a la ingesta oral de melatonina 

han estado en total correspondencia con las propiedades que se le asocian en la literatura 

(ver refs. Reiter, 1998; 2001; Mantovani et al., 2003; Matsubara et al., 2003; Leon et al., 

2004; Macchi and Bruce, 2004; Manda et al., 2007). En este estudio la melatonina se 

revela como una muy buena alternativa de tratamiento para la EA. 

 

Además, mostramos que la combinación de este potente antioxidante con el ejercicio 

también podría ser una terapia efectiva para retardar y/o mejorar las afectaciones 

conductuales, sensoriales, motoras y cognitivas que se producen durante el avance de 

esta enfermedad. En este sentido deben ser realizadas nuevas investigaciones, para 

comprender la actuación conjunta de esta combinación. Sin embargo, el efecto reductor 

del EF sobre el estrés oxidativo ha sido comprobado por un gran número de 

investigadores (Radak et al., 2001a,b; Ogonovszky et al., 2005; Giménez-Llort et al., 

2010; Radak et al., 2010). También ha sido demostrado que la práctica de ejercicio 

físico puede regular la actividad de las enzimas antioxidantes cerebrales (Somani et al., 

1996a; 1995; Radak et al., 2001a,b; Devi and Kiran, 2004). En correspondencia con 

estos resultados, aquí mostramos que el EF, en general, produjo un efecto antioxidante 
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cerebral en el ratón 3xTg-AD. Además, se pudo comprobar una vez más su papel como 

regulador enzimático. El efecto beneficioso del EF voluntario también se pudo apreciar 

en recuperar las afectaciones producidas por la sustracción ovárica y la consecuente 

disminución de hormonas femeninas. Los grupos de ovariectomizadas mostraron 

afectaciones sensoriales, endocrinas, mayores niveles de ansiedad, disminución de la 

conducta exploratoria y afectaciones cognitivas. En este trabajo hemos mostrado que el 

EF podría ser una terapia adecuada para mejorar la calidad de vida de las mujeres 

adultas, con alteraciones derivadas de la disminución de las hormonas femeninas. 

 

Actualmente la búsqueda de estrategias adecuadas para prevenir o tratar la EA ha sido la 

prioridad de muchos investigadores. Entendemos que este trabajo ha sido significativo 

en evaluar la intervención del ejercicio físico voluntario en puntos de tiempo que se han 

dirigido, tanto a la prevención como al comienzo y al aumento de la disminución 

cognitiva y de las demás afectaciones neuropatológicas vinculadas a la EA, utilizando el 

modelo de ratón 3xTg-AD. Además, mostramos la eficacia de la combinación de un 

potente antioxidante, como se considera a la melatonina, con el ejercicio físico para 

tratar tempranamente la enfermedad. Por otra parte, este estudio ha servido para 

realizar, en machos y hembras,  una extensa caracterización conductual en etapas 

concretas de la vida de este modelo animal, mostrando que con el avance de la edad se 

hacen evidentes las afectaciones conductuales, cognitivas y de estrés oxidativo cerebral, 

en correspondencia a lo que ocurre en pacientes de la EA. 
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CONCLUSIONES 

 

1- Confirmamos que en los ratones 3xTg-AD se producen afectaciones 

conductuales y cognitivas desde etapas tempranas del desarrollo del animal, que 

se acrecientan con el avance de la enfermedad. 

 

2- La evaluación del estado de estrés oxidativo cerebral del ratón 3xTg-AD mostró 

elevados niveles de los LPO y del GSSG desde los 7 meses de edad, con una 

marcada desregulación de las enzimas antioxidantes. 

 

3- Se ha demostrado que el ejercicio físico voluntario, en general, tiene un papel 

antioxidante dado que disminuyó los niveles de LPO y reguló el metabolismo 

del glutatión, así como la actividad de las enzimas antioxidantes. 

 

4- La melatonina demostró tener un gran valor terapéutico ya que mejoró la 

función sensorial-motora, la función inmuno-endocrina, los niveles cognitivos y 

actuó como un potente antioxidante.  

 

5- La combinación del ejercicio físico voluntario con la toma de melatonina resultó 

ser un tratamiento adecuado para la mejora de las afectaciones sensoriales 

motoras, conductuales y cognitivas de los ratones machos 3xTg-AD. 

 

6- En los ratones 3xTg-AD se ha demostrado que con el avance de la edad se 

produce una disminución de proteínas cerebrales relacionadas con la EA, siendo 

más acentuada en machos que en hembras.  

 

7- La carencia de hormonas sexuales en los ratones hembra NTg ovariectomizadas 

indujo afectaciones sensoriales, endocrinas, conductuales y cognitivas. En los 

ratones hembra 3xTg-AD, la ovariectomía produjo un aumento de las 

afectaciones relacionadas con la EA. El ejercicio físico voluntario fue eficiente 

en recuperar la mayor parte de las afectaciones relacionadas con la ovariectomía. 

 

8- Se demuestra que el ejercicio físico voluntario, en rueda de actividad, en el 

modelo 3xTg-AD para la EA produce cambios en los patrones relacionados con 
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el estrés oxidativo cerebral, que se traducen en no sólo mejoras a nivel cognitivo 

sino también en patrones conductuales como la ansiedad o la exploración. 

 

9- Confirmamos que el ejercicio físico voluntario puede ser una terapia adecuada 

en humanos aplicada en diferentes etapas de la enfermedad; aunque parece 

evidente que un tratamiento preventivo sería más adecuado para obtener los 

mejores resultados. 
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