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I-Resumen 
 

El envejecimiento es el proceso biológico que se da en la etapa final de la vida 

de un organismo, caracterizado por una pérdida de la integridad fisiológica que 

conduce a un declive funcional, (López-Otín et al. 2013).  Aunque los cambios 

moleculares y celulares que acompañan al envejecimiento afectan en mayor o 

menor medida a todos los órganos, existen estructuras especialmente vulnerables.  

Este el caso del SNC que presenta cambios tanto anatómicos como celulares que 

finalmente conllevan a un deterioro cognitivo y/o motor.   Como consecuencia del 

incremento en la esperanza de vida en las últimas décadas, se impone la necesidad 

de hallar estrategias que permitan retrasar el declive fisiológico asociado al 

envejecimiento, así como de reducir el desarrollo de patologías asociadas a la edad. 

En este sentido, los principales esfuerzos se centran en profundizar en procesos 

intrínsecos, a nivel celular y molecular que se encuentran alterados a lo largo del 

envejecimiento. Uno de estos procesos, es el denominado “Inflammaging” 

(Salminen et al. 2012) un estado pro-inflamatorio de bajo grado que se caracteriza 

por un aumento de los niveles de los mediadores inflamatorios y que en último 

término, puede tener consecuencias deletéreas. El inflammaging es un proceso 

generalizado y que, por lo tanto, afecta a todo el organismo, incluido el SNC. Se ha 

demostrado que esta inflamación se asocia al envejecimiento cognitivo y a una 

mayor propensión a padecer enfermedades neurodegenerativas, como la 

enfermedad de Alzheimer (EA) (Maragakis and Rothstein 2006). 

Sin embargo, los factores extrínsecos al propio organismo también juegan un 

papel fundamental en como envejecemos. En los últimos años ha surgido un 

enorme interés en determinar si la exposición a la contaminación ambiental puede 

hacernos más vulnerables a padecer EA, así como otras enfermedades 

neurodegenerativas y, actualmente, un creciente número de observaciones 

parecen indicar que la exposición a contaminantes ambientales o xenobióticos 

puede actuar también a nivel del SNC, acelerando el envejecimiento cognitivo e 

incluso aumentando el riesgo de padecer Alzheimer (Underwood 2017).   
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Un candidato interesante capaz de responder a cambios tanto intrínsecos 

como ambientales y que por tanto podría desempeñar funciones a lo largo del 

envejecimiento, es el receptor de hidrocarburos aromáticos (AhR), también 

conocido como receptor de xenobióticos.  AhR es un factor de transcripción 

activado por ligando que pertenece a la familia de proteínas altamente conservadas 

bHLH (dominio hélice-bucle-hélice) /PAS(Per-ARNT-Sim). Una de las principales 

funciones de AhR es el metabolismo de xenobióticos, pero, además, este receptor 

presenta un importante papel a nivel fisiológico, y destacablemente, AhR participa 

en el control de procesos inflamatorios (Singh et al.2013).  

Con estos antecedentes, para el desarrollo de esta Tesis Doctoral, nos 

propusimos la siguiente hipótesis: “El receptor de hidrocarburos aromáticos 

participa en el envejecimiento fisiológico por su papel en el control de la 

inflamación, así como por su papel detoxificador tanto a nivel sistémico como a 

nivel del sistema nervioso central. Los cambios en su señalización durante dicho 

proceso pueden acelerar la aparición de rasgos asociados al envejecimiento 

fisiológico y/o provocar su conversión patológica”.  

Para el desarrollo de dicha hipótesis hemos utilizado ratones C57/BL6 de 

fenotipo salvaje, así como ratones transgénicos AhR-/- y APPNL-F. Los niveles de 

expresión de AhR, así como de otros mediadores de su ruta de señalización se 

determinaron mediante RT-PCR o western-blot, y para la determinación de los 

niveles de ligando de AhR se utilizó un ensayo luciferasa. El análisis de los niveles de 

citoquinas se realizó a través de la técnica de cytometric bead array. Por último, la 

caracterización fenotípica de los animales se realizó mediante tests de 

comportamiento, neuroimagen mediante resonancia magnética e 

inmunofluorescencia en cortes de cerebro. 

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran que la edad afecta 

a la expresión y función de AhR, así como a los niveles de otros mediadores 

implicados en su ruta de señalización, tanto a nivel cerebral como periférico. 

A nivel cerebral hemos demostrado que la expresión del receptor, localizado 

principalmente en neuronas, disminuye con la edad tanto en corteza como en 
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hipocampo. Sin embargo, su función transcripcional no parece estar afectada por 

este descenso. De hecho, a nivel basal, hemos observado un incremento de uno de 

los principales genes diana de AhR, Cyp1B1.  

Dado el importante papel de AhR en el metabolismo de xenobióticos, decidimos 

evaluar posibles cambios en la expresión y función del receptor a nivel hepático. 

Nuestros resultados indican que los niveles de AhR, así como su función 

transcripcional, aumentan a lo largo de la edad en este órgano. Además, de nuevo, 

encontramos un incremento de los niveles constitutivos hepáticos de Cyp1B1 en los 

animales envejecidos. 

AhR es un factor de transcripción activado por ligando y, por lo tanto, una razón 

para el incremento observado en los niveles de Cyp1B1 tanto en cerebro como en 

hígado podría ser un aumento en los niveles de ligandos agonistas. Por esta razón, 

decidimos evaluar los posibles cambios asociados a la edad de los mismos a nivel 

sistémico. En efecto, la actividad agonista de AhR del plasma de ratones envejecidos 

fue mayor que en los ratones jóvenes. 

Además, en la presente Tesis Doctoral también hemos demostrado que la 

deleción génica de AhR promueve la aparición temprana de características 

fenotípicas asociadas al envejecimiento cerebral, como una disminución en el 

volumen cortical, una pérdida de la integridad de la sustancia blanca o déficits 

motores y cognitivos. Asimismo, los ratones AhR-/- presentan una aceleración del 

fenómeno de inflammaging y un aumento de la reactividad astroglial en el 

envejecimiento. 

Por último, quisimos determinar el posible papel de AhR en un envejecimiento 

patológico, como en el caso de la enfermedad de Alzheimer. Para ello, utilizamos 

ratones APPNL-F, a los que se les ha insertado el gen humano para APP con dos 

mutaciones: la sueca “NF” y la ibérica “L”.  Los resultados presentados en esta 

Tesis doctoral ponen de manifiesto, por primera vez, que la administración de una 

dieta rica en xenobióticos con actividad agonista AhR acelera el desarrollo de placas 

amiloides, posiblemente por activación crónica de este receptor. Además, los 
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ratones alimentados con dicha dieta presentan una alteración en la memoria de 

trabajo que no aparece en sus controles.  

El conjunto de los resultados presentados en esta Tesis Doctoral indica que 

AhR, así como otros mediadores en su ruta de señalización, sufren cambios a lo 

largo de la edad. Además, nuestros datos sugieren que la regulación del receptor 

es esencial en el envejecimiento fisiológico y que los cambios en dicha regulación 

pueden contribuir y/o acelerar la aparición de rasgos patológicos. 
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II- Summary 
 

Aging is the biological process that occurs in the final stage of the life of an 

organism, characterized by a loss of physiological integrity that leads to a functional 

decline (López-Otín et al. 2013). Although the age-associated molecular and cellular 

changes affect every organ to a greater or lesser extent, there are especially 

vulnerable structures. This is the case of the CNS, that presents both anatomical and 

cellular changes that eventually lead to a cognitive and/or motor impairment. As a 

result of life expectancy in recent decades, there is a need to find strategies that 

allow delaying the physiological decline associated with aging, as well as reducing 

the development of pathologies associated with age. 

In this sense, the main efforts focus on look into intrinsic processes at the 

cellular and molecular level that are altered throughout aging. One of these 

processes is the so-called "inflammaging" (Salminen et al. 2012), a chronic low-

grade inflammatory state characterized by an increase in the cytokines levels, which 

may ultimately have deleterious consequences. The “inflammaging” is a 

generalized process and, therefore, affects the whole organism, including the CNS. 

It has been shown that this inflammation is associated with cognitive aging and a 

higher susceptibility to neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease 

(AD) (Maragakis and Rothstein 2006). 

However, factors extrinsic to the organism itself also play a fundamental role in 

how we age. In recent years, there has been a huge interest in determining whether 

exposure to environmental pollution can make us more vulnerable to AD, as well as 

to other neurodegenerative diseases. Currently, an increasing number of 

observations seem to indicate that exposure to environmental contaminants or 

xenobiotics can also act at the CNS level, accelerating cognitive aging and even 

increasing the risk of suffering from Alzheimer's disease (Underwood 2017). 

An interesting candidate capable of responding to both intrinsic and 

environmental changes and that could therefore perform functions throughout 

aging, is the Aromatic Hydrocarbon Receptor (AhR), also known as xenobiotic 

receptor. AhR is a ligand-activated transcription factor that belongs to the family of 
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highly conserved proteins bHLH (helix-loop-helix domain) / PAS (Per-tRNA-Sim). 

One of the main functions of AhR is the metabolism of xenobiotics but, in addition, 

this receptor plays an important role at the physiological level and, notably, AhR 

participates in the control of inflammatory processes. (Singh et al. 2013). 

With this background, for the development of this Doctoral Thesis, we 

proposed the following hypothesis: "The aromatic hydrocarbon receptor 

participates in physiological aging due to its role in the control of inflammation, as 

well as to its role as a detoxifier, both systemically and at the CNS level. Changes in 

its signalling during this process could accelerate the appearance of age-associated 

features and/or cause their pathological conversion ". 

For testing this hypothesis, we used wild-type C57/BL6 mice, as well as 

transgenic AhR-/- and APPNL-F mice. The expression levels of AhR, as well as of other 

mediators of its signalling pathway were determined by RT-PCR or western-blot; for 

the determination of AhR ligand levels, a luciferase assay was used. The analysis of 

cytokine levels was carried out using the cytometric bead array technique. Finally, 

the phenotypic characterization of the animals was carried out through behavioural 

tests, neuroimaging using MRI and immunofluorescence in brain slices. 

The results obtained in this Doctoral Thesis show that age affects the expression 

and function of AhR, as well as the levels of other mediators involved in its signalling 

pathway, both at the CNS and the periphery. 

At the brain level we have shown that the expression of the receptor, located 

mainly in neurons, decreases with age in both cortex and hippocampus. However, 

its transcriptional function does not seem to be affected by this decrease. In fact, at 

baseline, we have observed an increase in one of the main target genes of AhR, 

Cyp1B1. 

Given the important role of AhR in the metabolism of xenobiotics, we decided 

to evaluate possible changes in the expression and function of the receptor in the 

liver. Our results indicate that AhR levels, as well as its transcriptional function, 

increase throughout the age in this organ. In addition, again, we found an increase 

in the hepatic constitutive levels of Cyp1B1 in aged animals. 

AhR is a ligand-activated transcription factor and, therefore, one reason for the 

observed increase in Cyp1B1 levels in both brain and liver could be an increase in 
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AhR agonists. For this reason, we decided to evaluate possible age-associated 

changes in their levels. Indeed, the AhR agonistic activity of the plasma of aged mice 

was higher than in the young mice. 

In addition, in this Doctoral Thesis we have also shown that deletion of the AhR 

gene promotes the early appearance of phenotypic characteristics associated with 

brain aging, such as a decrease in cortical volume, a loss of the white matter integrity 

or motor and cognitive deficits. Likewise, AhR-/- mice exhibit an acceleration of the 

“inflammaging” phenomenon and an increase in astroglial reactivity in aging. 

Finally, we wanted to determine the possible role of AhR in a pathological aging 

setting, as in the case of AD. For this, we used APPNL-F mice, in which the human gene 

for APP has been inserted with two mutations: the Swedish "NF" and the Iberian "L". 

The results presented in this Doctoral Thesis show, for the first time, that the 

administration of a diet rich in xenobiotics with AhR agonist activity accelerates the 

development of amyloid plaques, possibly due to chronic activation of this receptor. 

In addition, mice fed with this diet present an alteration in working memory that 

does not appear in their controls. 

The set of results presented in this Doctoral Thesis indicates that AhR, as well as 

other mediators in its signalling pathway, suffer changes throughout the age. In 

addition, our data suggest that receptor regulation is essential in physiological 

aging and that changes in this regulation may contribute to and/or accelerate the 

appearance of pathological features. 
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1.1. Concepto de envejecimiento 

Se denomina envejecimiento al proceso biológico que se da en la etapa final de 

la vida de un organismo. Aunque es difícil encontrar una definición universal de 

envejecimiento,  se podría definir como una pérdida de la integridad fisiológica 

que conduce a un declive funcional, que se da con el paso del tiempo y que afecta 

a los organismos vivos (López-Otín et al. 2013). Bernard Stehler, un reconocido 

geriatra, propuso los siguientes postulados para definir los cambios asociados al 

envejecimiento: 1)  Son universales, y están presentes, en algún grado, en todos los 

individuos de una misma especie; 2) Son intrínsecos, su causa debe ser endógena 

e independiente de factores externos; 3) Se producen de manera progresiva, a lo 

largo de la vida, apareciendo incluso, en menor medida, en los individuos jóvenes; 

4) Son deletéreos, ya que reducen la funcionalidad y por tanto resultan perjudiciales 

para el individuo (Strehler and Mildvan 1960).  El envejecimiento es un proceso 

multifactorial que afecta en mayor o menor medida a todos los sistemas y niveles 

de organización biológica. Todas las células de nuestro organismo sufren las 

consecuencias de la edad, presentando cambios estructurales y funcionales que 

pueden variar para cada especie e incluso entre los individuos de una especie. En 

este sentido, es importante definir el concepto de edad biológica, que es el 

conjunto de parámetros biológicos de un organismo que, en ausencia de 

enfermedad, van a predecir mejor la capacidad funcional a una determinada edad 

que la propia edad cronológica (Baker III and Sprott 1988).  

Es fundamental aclarar que la vejez en sí misma no es una enfermedad y que en 

ningún caso se puede evitar. Sin embargo, los cambios que acontecen durante el 

envejecimiento hacen al individuo más frágil y susceptible al entorno,  siendo uno 

de los principales factores de riesgo para diferentes patologías (Vina, Borras, and 

Miquel 2007). Las investigaciones en el campo de los últimos años se han focalizado 

en entender los mecanismos moleculares y celulares que subyacen a este proceso. 

El objetivo que se pretende alcanzar es el retraso de la aparición de los cambios 
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asociados al envejecimiento y, una vez que han aparecido, ralentizarlos lo máximo 

posible. 

1.2. Datos poblacionales 

Durante los últimos años la esperanza de vida se ha incrementado de forma 

espectacular. La clave de este aumento ha sido un descenso de la tasa de 

mortalidad, reflejo de los avances científicos en el campo de la salud y la mejora de 

los sistemas sanitarios.  Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), se estima 

que entre el 2000 y el 2050 la proporción de la población mayor de 60 años se 

duplicará, pasando del 11% al 22%. En números absolutos, este grupo pasará de 

605 millones de personas a 2000 millones en medio siglo. En España, según el 

Instituto Nacional de Estadística (INE), en 2016 había 8.657.705 de personas por 

encima de los 65 años, y se calcula que para el 2066 habrá más de 14 millones, que 

supone un 34,6% de la población total (Ver figura 1.1). El género predominante en 

la vejez es el femenino, habiendo actualmente un 32,9% más de mujeres mayores 

que de hombres. Esto se debe a que la esperanza de vida de las mujeres es mayor. 

Si bien el incremento en la esperanza de vida puede considerarse un logro, 

también supone un coste socio-sanitario mayor y un reto para la comunidad 

Figura 1.1. Pirámides poblacionales de España en 2016-2031-2066. Se espera un 
crecimiento de más de un 11% de la población mayor en las próximas cinco 
décadas (INE, 2016). 
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científica, puesto que se impone la necesidad de hallar estrategias para prevenir, 

tratar y curar las enfermedades crónicas asociadas a la edad y el deterioro 

fisiológico que acompaña al envejecimiento.  

 

1.3. Características generales del envejecimiento cerebral fisiológico  

Como hemos comentado, a medida que envejecemos, se produce un declive 

fisiológico que implica un aumento de la prevalencia de ciertas enfermedades. A 

continuación, se detallan algunos de los cambios fisiológicos que tienen lugar en la 

vejez (Finch 1976): 

 Declive progresivo de los sentidos, como pérdida progresiva de la 

capacidad visual y auditiva. 

 Pérdida de la elasticidad y la fuerza muscular. 

 Disminución del colágeno de la piel que conduce a la aparición de 

arrugas. 

 Degeneración de las estructuras óseas a causa de la disminución de 

calcio y otros minerales que conduce a una curvatura de la columna 

vertebral (cifosis). 

 Aumento de la tensión arterial. 

 Engrosamiento de la pared de las arterias que produce una disminución 

de la elasticidad arterial. 

 Déficit en la respuesta inmunológica frente a patógenos. 

 Pérdida de la capacidad regenerativa en los tejidos. 

Todas las alteraciones que se dan a nivel molecular y celular en el 

envejecimiento acaban produciendo una pérdida de la homeostasis en los órganos 

y sistemas que, en último término, afecta a su función. Si bien es cierto que estos 

cambios afectan a todos los tejidos, no todos los tejidos son igual de vulnerables. El 

impacto del envejecimiento en el sistema nervioso central es especialmente 

dramático (Møller et al. 2010).  
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1.3.1.  Cambios funcionales en el envejecimiento cerebral: declive cognitivo y 

motor 

1.3.1.1. Declive cognitivo asociado a la edad 

Durante el envejecimiento se produce un deterioro en las funciones cognitivas, 

que afecta principalmente a la memoria y a la velocidad de procesamiento de la 

información (Albert, Duffy, and Naeser 1987; Craik, Moscovitch, and McDowd 1994). 

La memoria puede clasificarse, en función del tiempo de almacenamiento de la 

información, en memoria a corto plazo o memoria de trabajo y memoria a largo 

plazo (Atkinson and Shiffrin 1968). La memoria de trabajo es el almacenamiento 

temporal de la información necesaria para realizar una determinada tarea (Baddeley 

1992). Las estructuras implicadas en este tipo de memoria son principalmente la 

corteza prefrontal y el hipocampo (Rypma et al. 1999; Nadel and MacDonald 1980), 

aunque también pueden contribuir otras regiones como el estriado o el cerebelo 

(Lewis et al. 2004; Desmond et al. 1997).  

La memoria a largo plazo, que es la codificación y retención de la información 

durante un largo periodo de tiempo, puede a su vez dividirse en memoria episódica 

(almacenamiento de la información relativa a eventos vividos y a la relación 

espacio-temporal entre ellos), memoria semántica (almacenamiento de la 

información relativa a conceptos y palabras) y memoria procedimental (retención 

de habilidades motoras y ejecutivas necesarias para la realización de una tarea) 

(Tulving 1972).  

Según un estudio longitudinal que evaluó a 106 individuos durante 16 años, el 

tipo de memoria que más se altera a lo largo de la edad es la memoria de trabajo 

(Zelinski and Burnight 1997). También se ha demostrado que la memoria espacial 

decae con el paso del tiempo en ratones (Bach et al. 1999), perros (Head et al. 1995), 

primates no humanos (Lai et al. 1995) y humanos (Montgomery et al. 2000). Sin 

embargo, la memoria a largo plazo se preserva bien a lo largo del envejecimiento 

normal (Yankner, Lu, and Loerch 2008). 
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1.3.1.2. Declive motor asociado a la edad 

Junto con el deterioro cognitivo, en la vejez también se produce un deterioro a 

nivel motor caracterizado por la pérdida de fuerza muscular, la disminución del 

equilibrio y problemas de coordinación, que se manifiestan con dificultades en la 

marcha (Seidler et al. 2010; Contreras-Vidal, Teulings, and Stelmach 1998).  

Estas alteraciones motoras son consecuencia de disfunciones tanto en el SNC 

como en la unión neuromuscular (Buckles 1993). Se ha descrito que en el 

envejecimiento se produce una atrofia del cerebelo y de las regiones motoras de la 

corteza (Seidler et al. 2010), así como una pérdida progresiva de los circuitos de los 

ganglios basales (Hubble 1998). No obstante, los déficits motores no se deben 

únicamente a cambios a nivel del sistema nervioso central. A nivel periférico, la 

unión neuromuscular también sufre alteraciones con la edad y los músculos 

experimentan un declive anatómico y funcional que se denomina sarcopenia 

(Rygiel, Picard, and Turnbull 2016). 

1.3.2. Cambios estructurales en el cerebro envejecido  

El cerebro de una persona joven difiere del de una persona mayor a todos los 

niveles, desde el celular al anatómico (Raz 2004), y este declive funcional es el reflejo 

de las alteraciones macroscópicas y microscópicas que se producen en esta 

estructura durante el envejecimiento. 

El cambio anatómico más destacado en el cerebro envejecido es una 

disminución del volumen y del peso cerebral, que afecta tanto a la sustancia blanca 

como a la sustancia gris. Para evaluar estas dos variables, se han realizado 

numerosos estudios transversales en cerebros post-mortem (Piguet et al. 2009; 

Coleman and Flood 1987). Sin embargo, los datos más fiables derivan de estudios 

longitudinales con imagen por resonancia magnética (IRM) (Scahill et al. 2003). En 

el humano, el volumen del cerebro empieza a disminuir a los 20 años de forma 

progresiva (Svennerholm, Boström, and Jungbjer 1997). A partir de los 50 años de 

edad, la reducción del volumen global del cerebro por década es del 2% (Takao, 

Hayashi, and Ohtomo 2012). La disminución del volumen cerebral se acompaña de 

un aumento de los surcos cerebrales y una disminución de las circunvoluciones, 
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junto con un incremento en el volumen ventricular, especialmente marcada en los 

ventrículos laterales (Coffey et al. 1992a; Brody 1992).  

Los cambios volumétricos a nivel global implican necesariamente cambios 

locales. No todas las estructuras cerebrales presentan igual afectación con el 

envejecimiento. Las estructurales cerebrales que presentan mayor reducción de 

volumen con la edad son el hipocampo, el cuerpo estriado, el cerebelo y ciertas 

regiones corticales, siendo el córtex prefrontal la región más reducida (Raz et al. 

2005). No obstante, los cambios presentan importantes variaciones 

interindividuales. 

El gran avance en las técnicas de imagen ha permitido progresar enormemente 

en el conocimiento de las características del cerebro envejecido. Esto tiene una gran 

importancia puesto que nos permite distinguir y diagnosticar aquellas variaciones 

que ocurren en un envejecimiento patológico frente aquellos cambios que tienen 

lugar en un envejecimiento normal. Cabe destacar que, en ciertos casos como en la 

enfermedad de Alzheimer (EA), los cambios patológicos son una acentuación y/o 

aceleración de los procesos que acontecen en el envejecimiento normal (Schuff et 

al. 2009; Hickie et al. 2005). 

Los cambios morfológicos del cerebro a lo largo de la edad son producto de las 

modificaciones que se producen a nivel histológico y que se describen a 

continuación. 

1.3.3. Cambios a nivel celular  

1.3.3.1. Neuronas 

Las primeras investigaciones sobre neurodegeneración y envejecimiento 

sugerían una pérdida neuronal a lo largo de la edad en corteza e hipocampo 

(O'Banion, Coleman, and Callahan 1994). Sin embargo, estudios posteriores con 

contajes estereológicos mostraron que la magnitud de la pérdida se había 

sobrestimado y que tenía escasa correlación con los déficits funcionales (Burke and 

Barnes 2006).  

Actualmente, los estudios de neurodegeneración se centran en la morfología, 

plasticidad y conectividad de las neuronas más que en su número (Wiśniewski and 
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Terry 1973). En un contexto no patológico, los cambios en la morfología neuronal 

causados por la edad son sutiles y no se rigen por un único patrón, y difieren según 

la región cerebral estudiada. Mientras que en el hipocampo no se han detectado 

alteraciones morfológicas significativas a lo largo del envejecimiento (Flood 1993; 

Curcio and Hinds 1983), en las neuronas piramidales de la corteza se  observa una 

reducción de la longitud y ramificación dendrítica, así como una disminución del 

área del soma tanto en humanos como en roedores (De Brabander, Kramers, and 

Uylings 1998; Markham and Juraska 2002; Peinado et al. 1997).  

Probablemente los cambios neuronales más drásticos sean a nivel de 

plasticidad sináptica. En roedores, la edad produce, en el hipocampo, una menor 

respuesta neuronal en la señalización por los receptores glutamatérgicos N-metil-

D-aspartato (NMDA) que conduce a alteraciones en la potenciación a largo plazo 

(LTP, por sus siglas en inglés) y que se correlaciona con una deficiencia en la 

consolidación de la memoria (Barnes 2003). Además, con la edad se produce una 

reducción del número de sinapsis en hipocampo junto con alteraciones de las 

espinas dendríticas que contribuyen a los déficits cognitivos asociados a la edad 

(Gureviciene, Gurevicius, and Tanila 2009) 

A nivel histológico, probablemente el cambio más llamativo que se produce en 

las neuronas durante el envejecimiento es la acumulación de los denominados 

depósitos de lipofucsina y la agregación de proteínas en el citoplasma (Keller et al. 

2004). Los depósitos de lipofucsina son gránulos compuestos principalmente por 

polímeros lipídicos derivados de la peroxidación de los ácidos grasos 

poliinsaturados de las membranas subcelulares y que no han sido degradados 

eficientemente en el lisosoma (Terman and Brunk 2004). Aunque el componente 

lipídico es mayoritario, también pueden contener proteínas oxidadas y trazas de 

hierro, y se cree que pueden ser perjudiciales para las funciones celulares (Brunk 

and Terman 2002). Las agregaciones proteicas que aparecen en el envejecimiento 

ocurren principalmente como consecuencia de modificaciones post-

traduccionales, como la oxidación de proteínas (Keller et al. 2004). Se ha sugerido 

que esta oxidación puede contribuir a su mal plegamiento, incrementar su 

hidrofobia haciéndolas más insolubles y alterar la ratio de degradación (Agarwal 
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and Sohal 1994; Davies 1987). Además, los agregados proteicos también son 

resultado de una pérdida de la homeostasis proteica, como se comentará más 

abajo. Es importante destacar que enfermedades neurodegenerativas como el 

Parkinson, el Huntington o la EA comparten una característica común: la 

acumulación de agregados proteicos (Ross and Poirier 2004).   

1.3.3.2. Células gliales 

Durante un tiempo se asumió que los cambios en la glía eran secundarios a la 

neurodegeneración. Sin embargo, las alteraciones en estas células ocurren en las 

etapas más tempranas del envejecimiento en ausencia de un contexto patológico 

(Finch 2003).  

La sustancia blanca sufre grandes cambios con el envejecimiento y se ha 

estimado que se puede llegar a perder un 11% de su volumen con el paso del 

tiempo (Haug and Eggers 1991). En humano, el número de oligodendrocitos puede 

llegar a reducirse hasta un 30% durante el envejecimiento (Fabricius, Jacobsen, and 

Pakkenberg 2013).  

Los astrocitos son los responsables del mantenimiento de la homeostasis del 

SNC y, por lo tanto, su función tiene una enorme importancia en la vejez puesto 

que, como se ha mencionado con anterioridad, en esta etapa de la vida la 

homeostasis de los tejidos está gravemente comprometida. En el envejecimiento 

fisiológico, el número de células astrocitarias no varía (Soreq et al. 2017). 

Tradicionalmente se ha creído que los astrocitos tienden con la edad a polarizarse 

hacia un fenotipo más reactivo. La reactividad glial (o activación glial) es la 

respuesta de las células gliales a cualquier estímulo perjudicial para el SNC 

(Sofroniew 2005). Para el estudio de la activación astrocitaria, uno de los 

marcadores que más se ha usado es la proteína ácida fibrilar glial (GFAP, por sus 

siglas en inglés). Aunque, a nivel global, se produce un aumento con la edad en los 

niveles de expresión de GFAP en el cerebro (Morgan et al. 1997; Nichols et al. 1993), 

hay regiones donde los estudios de la densidad del marcador han arrojado 

resultados controvertidos. En hipocampo, se ha observado tanto un aumento (Diniz 

et al. 2010) como un descenso en la expresión de GFAP (Cerbai et al. 2012). Los 

estudios en corteza son menos numerosos que los realizados en hipocampo, pero 
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los datos parecen apuntar a un aumento del marcaje con GFAP en los animales 

envejecidos (Amenta et al. 1998). Lo más probable es que, al igual que los cambios 

neuronales, los cambios en los astrocitos se regulen a nivel local y difieran de unas 

regiones a otras. 

La primera línea de defensa del SNC es la microglía, que son los macrófagos 

residentes del tejido nervioso (Perry and Teeling 2013). Las células microgliales 

vigilan constantemente el microambiente que las rodea y reaccionan ante cualquier 

estímulo potencialmente perjudicial (Chen, Zhang, and Huang 2016). Por lo tanto, 

su correcto funcionamiento es vital para la protección y el mantenimiento del tejido. 

Al igual que sucedía con los astrocitos, no parece que la edad afecte al número total 

de células microgliales (Long et al. 1998). La mayoría de estudios sobre los cambios 

de la microglía asociados a la edad han revelado un aumento en la expresión de los 

marcadores característicos de la activación microglial (DiPatre and Gelman 1997; 

Rogers et al. 1988), como el MHC II (complejo mayor de histocompatibilidad de 

clase II) (Perry, Matyszak, and Fearn 1993). Además del aumento en la expresión de 

marcadores reactivos, las células de la microglía también sufren cambios 

morfológicos en el envejecimiento (Conde and Streit 2006). La microglía del cerebro 

envejecido se caracteriza por una hipertrofia del citoplasma, una desramificación, la 

formación de esferoides citoplasmáticos y una fragmentación y tortuosidad de los 

procesos (Streit et al. 2004). Estos cambios morfológicos se conocen bajo el término 

de distrofia microglial y, generalmente, una célula distrófica no presenta todos los 

cambios a la vez, sino uno o dos de ellos. 

 

1.4. Características moleculares del envejecimiento.  

Las investigaciones sobre el envejecimiento han revelado varias características 

moleculares y celulares distintivas que acontecen durante el envejecimiento y que 

cumplen los siguientes requisitos: 1) tienen lugar durante el envejecimiento normal; 

2) su empeoramiento de forma experimental acelera el envejecimiento y 3) su 

mejoría lo retrasa e incrementa la esperanza de vida (López-Otín et al. 2013). Entre 

las características distintivas del envejecimiento más importantes a nivel molecular, 

podemos encontrar: la disfunción mitocondrial, la pérdida de la homeostasis 
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proteica, la inestabilidad genómica, el acortamiento telomérico, el estrés oxidativo, 

el agotamiento de los reservorios de células madre, senescencia/ 

inmunosenescencia y el proceso de inflammaging (Figura 1.2).  

Disfunción mitocondrial: en los organismos de edad avanzada, se produce en 

las células una disfunción mitocondrial, causante de la acumulación de especies 

reactivas de oxígeno, que acaba teniendo un efecto perjudicial en las 

macromoléculas presentes en las células y que incluyen ácidos nucleicos, proteínas, 

lípidos y azúcares (Reiter et al. 2001).  

Pérdida de la homeostasis proteica: La homeostasis proteica o proteostasis 

consiste en el mantenimiento de la integridad en las vías que regulan la biogénesis, 

el plegamiento, el tráfico y la degradación de proteínas tanto en el interior de las 

células como en el medio extracelular. Con la edad, la habilidad de muchas células 

Figura 1.2. Marcadores del envejecimiento (Esquema adaptado de López-Otín, 
Blasco et al. 2013). 
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y tejidos para mantener la proteostasis se ve comprometida (Kaushik and Cuervo 

2015). Existen dos vías principales para la eliminación de proteínas: la autofagia 

celular mediada por chaperonas y la vía ubiquitina-proteosoma. Ambas vías sufren 

un declive en el envejecimiento (Tomaru et al. 2012; Rubinsztein, Mariño, and 

Kroemer 2011). Se ha demostrado que potenciar tanto la autofagia mediada por 

chaperonas como el sistema ubiquitina-proteosoma, que se describirá con mayor 

detenimiento más adelante, alarga la esperanza de vida en levaduras y en C. elegans 

y tiene un efecto detoxificador en células humanas  (Lee et al. 2010; Kruegel et al. 

2011; Vilchez et al. 2012; Zhang and Cuervo 2008). 

Alteraciones en el DNA: La inestabilidad genómica es un denominador común 

del envejecimiento (Moskalev et al. 2013). EL ADN están constantemente sometidos 

a amenazas tanto exógenas como endógenas, que se acumulan a lo largo de la vida, 

promueven daño genómico y terminan comprometiendo la integridad del ADN 

(Moskalev et al. 2013). La acumulación de daño en el genoma afecta más a ciertas 

regiones cromosómicas que a otras. Entre las regiones más susceptibles están los 

telómeros, cuyo deterioro con la edad es especialmente marcado debido al 

fenómeno de acortamiento telomérico se produce por replicación incompleta de 

los cromosomas en la división celular (Blackburn, Greider, and Szostak 2006). 

Cuando éstos alcanzan un tamaño crítico, se desencadena en la célula una 

respuesta que desencadena la muerte de la célula por apoptosis (Artandi and 

Attardi 2005). La principal consecuencia de este proceso es el fenómeno de 

senescencia celular, que es la interrupción del ciclo celular, y el agotamiento de 

células madre, que limita la capacidad de regeneración de los tejidos (Campisi and 

di Fagagna 2007). Además del acortamiento telomérico, otros procesos pueden 

contribuir a la senescencia de una célula, como el daño genómico o el exceso de 

señales promitóticas que desencadenan respuestas de estrés celular (Collado, 

Blasco, and Serrano 2007). En los organismos envejecidos, el número de células 

senescentes es mayor que en los jóvenes y, por esta razón, se ha asociado este 

suceso al envejecimiento (López-Otín et al. 2013). Se ha observado que las células 

senescentes son propensas a secretar citoquinas proinflamatorias y 



INTRODUCCIÓN 

29 
 

metaloproteasas de la matriz extracelular, lo que termina causando daños tisulares 

(Kuilman et al. 2010).  

Las células del sistema inmune son especialmente susceptibles al fenómeno de 

senescencia. Este declive de las células inmunes se conoce como 

inmunosenescencia. Los cambios inmunológicos a lo largo de la edad son tan 

característicos que han llevado a la formulación de la teoría inmunológica del 

envejecimiento (Walford 1969). La inmunosenescencia se caracteriza por una 

involución del timo, un descenso en el número de precursores linfoides y de la 

capacidad proliferativa de los linfocitos T y una deficiencia en la respuesta 

antigénica de los linfocitos B (Malaguarnera et al. 2001). Sin embargo, los cambios 

que se producen en el sistema inmune no se limitan solamente al fenómeno de 

inmunosenescencia. Paralelamente, aparece un estado inflamatorio crónico que se 

denomina inflammaging.  

1.4.1. Inflammaging 

El  denominado proceso de“inflammaging” se podría definir como un estado 

pro-inflamatorio de bajo grado característico del envejecimiento de los mamíferos 

(Salminen, Kaarniranta, and Kauppinen 2012).  

La inflamación es una red compleja de interacciones moleculares y celulares 

que se desencadena en respuesta a un daño tisular de origen mecánico, infeccioso, 

post-isquémico, tóxico o autoinmune (Nathan 2002). Desde un punto de vista 

fisiológico, un proceso inflamatorio debe interpretarse como un intento de eliminar 

el estímulo perjudicial que lo ha originado (Henson 2005). La inflamación establece 

una conexión entre el sistema inmune innato y el adaptativo: las células de la 

inmunidad innata detectan y señalizan la presencia de daño, iniciando una cascada 

inflamatoria que, por un lado, frena al agente agresor y, por el otro, permite la 

activación específica del sistema adaptativo. Sin embargo, es esencial que la 

resolución del daño se efectúe de manera organizada y controlada para evitar una 

respuesta inflamatoria permanente y desmesurada. Cuando esto ocurre, la 

inflamación pierde su valor adaptativo y adquiere un carácter nocivo para el tejido 

(Medzhitov 2008). Esta inflamación, carente de un propósito aparente y con 
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consecuencias perjudiciales para el organismo, es la que se da durante el proceso 

de envejecimiento (Franceschi et al. 2000).  

A medida que se envejece, se produce un incremento en los niveles séricos de 

varias citoquinas proinflamatorias, como la IL-6 (interleucina 6), TNFα (factor de 

necrosis tumoral α) y la IL-1 (interleucina 1), y otros mediadores de la inflamación 

(Michaud et al. 2013). Además, concentraciones elevadas de IL-6, TNFα y PCR 

(proteína C reactiva) se correlacionan con un aumento en el riesgo de comorbilidad 

y muerte en personas ancianas (Alley et al. 2007). Respecto a la IL-6, el incremento 

en sus niveles se ha asociado a un declive en la velocidad de la marcha (Verghese et 

al. 2011). Asimismo, los ancianos con dificultades en la realización de sus actividades 

diarias tienen mayores concentraciones plasmáticas de esta citoquina que los 

ancianos que no están impedidos (Katz et al. 1970). En lo que concierne a las 

comorbilidades, en la tabla 1.1 se muestran los mediadores inflamatorios que se 

han asociado a cada fisiopatología (Michaud et al. 2013). 

Aunque está ampliamente demostrado que existe una relación entre el 

envejecimiento y la inflamación, es difícil establecer una relación causal entre 

ambos procesos. Se han propuesto varias fuentes que podrían originar o contribuir 

al inflammaging, como son la eliminación deficiente de desechos celulares 

causados por una respuesta autofágica defectuosa, la propensión de las células 

senescentes a liberar factores pro-inflamatorios, la carga antigénica acumulada a lo 

largo de la vida que provoca la activación progresiva de las células del sistema 

inmune o la propia inmunosenescencia característica del envejecimiento 

(Franceschi and Campisi 2014). 

Esta inflamación crónica da lugar a una regulación al alza de la ruta de NFkB (factor 

nuclear kappa B). NFkB es un factor de transcripción, presente en el citoplasma de 

la mayoría de tipos celulares, y que puede considerarse como el director de 

orquesta de la cascada inflamatoria. Su activación induce una batería de genes 

relacionados con la inflamación, como citoquinas, quimioquinas y moléculas de 

adhesión (Lawrence 2009). En los tejidos de organismos envejecidos, se produce un 

incremento en la unión de NFkB al ADN y, de hecho, la sobreactivación de la vía de 

NFkB se considera una huella transcripcional del envejecimiento (Helenius et al. 
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1996). Además, la inhibición farmacológica o genética de la señalización de NFkB 

previene características asociadas a la edad en diferentes modelos de 

envejecimiento prematuro en ratones (Osorio et al. 2012; Tilstra et al. 2012).  

 
Citoquinas implicadas 

 
Fisiopatología 

Declive cognitivo: 
TNFα, IL-6, IL-1 

 
Riesgo de enfermedad de Alzheimer 
Menor volumen hipocampal 
Activación microglial 
Estrés oxidativo 

Envejecimiento vascular 
CRP, TNFα, IL-6 

 
Activación endotelial 
Inhibición de la fibrinólisis 
Activación plaquetaria 
Actividad pro-trombótica 
Arteriosclerosis 

Estado nutricional y metabólico 
TNFα, IL-6, IL-1, IFNƔ 

 
Aumento de la lipolisis y la proteólisis 
Disminución de la síntesis lipídica y proteica 
Aumento de las hormonas anorexigénicas 
Disminución de la capacidad de llenado gástrico 
Disminución de los movimientos peristálticos 

Metabolismo óseo 
TNFα, IL-6 

 
Aumento del remodelado y de la reabsorción ósea 
Disminución de la osteoclastogénesis 
Menor supervivencia de los osteoblastos 

Metabolismo muscular 
TNFα, IL-6 

 
Aumento del catabolismo muscular 
Estrés oxidativo 
Disminución de las miofibrillas 

Tabla 1.1. Citoquinas asociadas a distintos rasgos fisiopatológicos que ocurren durante el 
envejecimiento (Michaud et al. 2013). 

1.4.1.1 Neuroinflamación 

El inflammaging es un proceso generalizado y que, por lo tanto, afecta a todo 

el organismo. Hay evidencias experimentales y clínicas que sugieren que la 

inflamación del SNC incrementa con la edad y que está asociada con el 

envejecimiento cognitivo y con una mayor vulnerabilidad a padecer enfermedades 

neurodegenerativas (Ownby 2010).  

La neuroinflamación es una respuesta coordinada entre todos los tipos 

celulares del SNC frente a un estímulo potencialmente dañino. Tradicionalmente, 

se le ha dado una connotación negativa al término, asociándolo a la 
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neurodegeneración; sin embargo, el propósito inicial de la neuroinflamación es 

frenar y reparar el daño y, por lo tanto, tiene una función neuroprotectora (Stoll, 

Jander, and Schroeter 2002). No obstante, en ciertos contextos patológicos, la 

reactividad glial exacerbada y perdurable en el tiempo puede ser más perjudicial 

que beneficiosa y en enfermedades neurodegenerativas, como el Huntington, el 

Parkinson o la EA, está asociada a daño neuronal (Maragakis and Rothstein 2006).  

La neuroinflamación crónica puede tener efectos deletéreos en las neuronas 

(Ransohoff 2016), además de producir una disminución en la síntesis y liberación de 

ciertos factores neurotróficos, como el factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF, por sus siglas en inglés) y el factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF1, por 

sus siglas en inglés), que son fundamentales para la plasticidad sináptica y la 

supervivencia neuronal (Ghosh, Carnahan, and Greenberg 1994; Di Benedetto et al. 

2017). 

Como se ha descrito en el apartado anterior, los cambios morfológicos en 

astrocitos y microglía parecen apuntar a una mayor reactividad glial en el 

envejecimiento. Además, los niveles basales de citoquinas proinflamatorias en 

cerebro, al igual que los niveles circulantes, incrementan al envejecer (Sparkman 

and Johnson 2008). La citoquina de la que más estudios se han realizado es la IL-6 

debido, probablemente, a que su aumento a nivel sistémico durante el 

envejecimiento es muy llamativo (ver apartado de inflammaging). Los niveles de IL-

6 aumentan en hipocampo, corteza y cerebelo durante la vejez (Ye and Johnson 

1999). Aunque en un principio se pensó que el aumento de las concentraciones eran 

resultado del incremento de los niveles circulantes, a través de experimentos in vitro 

y ex vivo se ha demostrado que la IL-6 en los animales envejecidos se produce en el 

propio cerebro y que es secretada principalmente por astrocitos, microglía y células 

endoteliales (Prechel et al. 1996; Ye and Johnson 2001). Pese a que la síntesis se da 

mayoritariamente a nivel local, el aumento en los niveles de citoquina circulantes 

también parece influir en la función cerebral. Un estudio longitudinal demostró que 

los niveles circulantes altos de IL-6 en personas mayores se asociaban a un 

empeoramiento a largo plazo de las funciones cognitivas (Weaver et al. 2002). De 

hecho, está demostrado que las células endoteliales que forman la barrera 
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hematoencefálica (BHE) pueden secretar citoquinas al parénquima cerebral en 

respuesta a señales inflamatorias periféricas. Por lo tanto, es posible que las 

citoquinas circulantes estimulen la secreción de mediadores pro-inflamatorios en 

el cerebro a través de las células endoteliales (Reyes, Fabry, and Coe 1999).  

Además de la IL-6, el TNF y la IL-1 presentan concentraciones más altas en el 

cerebro envejecido que en el cerebro joven (Terao et al. 2002; Weindruch et al. 

2002). Normalmente, tras la aparición de un agente nocivo se desencadena una 

cascada inflamatoria, que se sigue de una liberación masiva de mediadores 

antinflamatorios para frenar la respuesta inicial cuando ya se ha frenado el estímulo 

que la había desencadenado. Sin embargo, junto al aumento de citoquinas 

proinflamatorias, en el envejecimiento cerebral se produce un descenso en los 

niveles de IL-10, que tiene propiedades antiinflamatorias (Frank et al. 2006). Esta 

reducción de la IL-10 podría exacerbar la neuroinflamación asociada a la edad y  

predisponer a los individuos envejecidos a una respuesta inflamatoria persistente 

tras un estímulo dañino o estresante (Sparkman and Johnson 2008). En humanos, el 

descenso en las concentraciones cerebrales de IL-10 se ha asociado a una mayor 

vulnerabilidad a distintas enfermedades neurodegenerativas como la EA (De Luigi 

et al. 2001). Con todos estos datos se puede concluir que la neuroinflamación está 

estrechamente ligada al envejecimiento cerebral; sin embargo, queda por 

esclarecer si es causa o consecuencia. 

 

1.5. Envejecimiento fisiológico vs patológico: Enfermedades neurodegenerativas 

asociadas al envejecimiento   

Las enfermedades neurodegenerativas son aquellas en las que se produce una 

degeneración progresiva de las células del sistema nervioso, y con ellas, de sus 

funciones.  Estas enfermedades, hoy en día, constituyen un problema importante 

de salud cuya incidencia crece año a año debido, en parte, a un aumento de la 

esperanza de vida, puesto que la edad es el principal factor de riesgo (Heemels 

2016). El envejecimiento no sólo hace que las personas sean más propensas a 

padecer dichas enfermedades, sino que además limita la capacidad de reparar el 

tejido dañado y proteger el que todavía no lo está.  
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Los primeros síntomas clínicos de las enfermedades neurodegenerativas 

pueden afectar a la función motora, como el Parkinson, o a la función cognitiva, 

como las demencias seniles o la enfermedad de Alzheimer. 

1.5.1. Envejecimiento patológico: enfermedad de Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer (o demencia senil de tipo Alzheimer) debe su 

nombre al médico alemán Alois Alzheimer que la describió por primera vez en 1906. 

La EA es una enfermedad neurodegenerativa cuyo principal factor de riesgo es la 

edad, y que se manifiesta con un deterioro cognitivo y una serie de síntomas 

conductuales y psiquiátricos, por los cuales se pierde la habilidad de realizar las 

actividades de la vida diaria (Cummings 2004).  

La EA es la causa de demencia más frecuente. Según la Asociación Internacional 

de la Enfermedad de Alzheimer, en el año 2010 35,6 millones de personas sufrían la 

enfermedad. Dado que el principal factor de riesgo es la edad y que la población de 

personas mayores está aumentando vertiginosamente (ver apartado datos 

poblacionales) se estima que en el año 2050 las personas con EA llegarán a los 114,5 

millones. Aunque entre el 90-95% de los casos de EA son esporádicos o de aparición 

tardía, existe una forma familiar de la enfermedad de Alzheimer de inicio precoz, 

con aparición de los primeros síntomas antes de los 60 años (Bertram, Lill, and 

Tanzi). Los genes implicados en estas formas de EA hasta la fecha son los de 

presenilina 1 (PS1), presenilina 2 (PS2) y la proteína precursora del β-amiloide 

(Harman 2006). 

Los principales síntomas cognitivos de esta enfermedad son alteraciones de la 

memoria, incapacidad para procesar nueva información, pérdida de la capacidad 

de razonamiento, afasia (alteraciones del lenguaje), apraxia (deterioro de la 

capacidad para llevar a cabo actividades motoras), agnosia (fallo en el 

reconocimiento de estímulos previamente aprendidos) y desorientación espacial 

(Garcia-Alloza et al. 2004). A nivel psiquiátrico pueden padecer síntomas 

depresivos, ansiedad, ideas delirantes y comportamiento agresivo (Ravetz 1999). 

Además pueden presentar alteraciones del sueño y del apetito (Bliwise 1993). 
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1.5.1.1. Fisiopatología de la Enfermedad de Alzheimer 

La fisiopatología de la EA incluye pérdida sináptica, muerte neuronal selectiva, 

descenso en los niveles de ciertos neurotransmisores y presencia anormal de 

agregados proteicos en las neuronas (ovillos neurofibrilares) y en el espacio 

extrasináptico (placas neuríticas, seniles o amiloides) (Masters et al. 2015). 

Actualmente no se conoce la causa de la enfermedad; no obstante, a partir de los 

rasgos patológicos, se han propuesto dos hipótesis, la hipótesis colinérgica y la 

amiloidea   

a) Hipótesis colinérgica 

La hipótesis colinérgica se propuso en 1976 a partir de ciertas observaciones 

que apuntaban a un déficit en el sistema colinérgico (Francis et al. 1999). Estas 

observaciones consistían en un déficit cortical en la colina acetil transferasa, enzima 

responsable de la síntesis de la acetilcolina (ACh, por sus siglas en inglés); una 

reducción de la recaptura de colina y de la liberación de ACh y una pérdida de las 

neuronas colinérgicas en los núcleos basales de Meynert (Bowen et al. 1976; Perry 

et al. 1977; Whitehouse et al. 1982). Esta hipótesis está respaldada por el papel 

modulador de la ACh en los procesos de aprendizaje y memoria (Gais and 

Schönauer 2017). Estos datos abrieron las puertas al tratamiento de los pacientes 

con EA con inhibidores de la acetilcolinesterasa (ICE) y, de hecho, a día de hoy, son 

los únicos fármacos aprobados para la EA junto con la memantina (un antagonista 

del receptor NMDA). Sin embargo, el tratamiento con ICE es sintomático y sus 

efectos son transitorios, probablemente porque no actúan sobre el origen de la 

enfermedad (Dominguez and De Strooper 2002). 

b) Hipótesis amiloidea 

Existe cada vez un mayor consenso en que la acumulación de Aβ en el cerebro 

es la piedra angular de la patogénesis de la EA y que la degeneración colinérgica 

es un proceso secundario causado por los efectos tóxicos de las placas neuríticas 

(Hardy and Selkoe 2002). La hipótesis amiloide sostiene que en los enfermos de 

Alzheimer se produce un desequilibrio entre los niveles de producción y de 

eliminación de los péptidos amiloides (Mawuenyega et al. 2010). 
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La proteína precursora amiloide (APP por sus siglas en inglés) es una proteína 

transmembrana presente en neuronas y en muchos otros tipos celulares (O'Brien 

and Wong 2011). Aunque no se conoce su función neuronal, se cree que podría 

estar implicada en la plasticidad sináptica (Klevanski et al. 2015).  

El fragmento extracelular carboxiterminal de APP se metaboliza por tres 

proteasas distintas (α, β y Ɣ-secretasas) y, dependiendo de las enzimas que actúen 

en el metabolismo, se generan péptidos amiloides de longitudes entre 38 y 43 

aminoácidos (siendo las formas mayoritarias las de 40 -Aβ40- y 42 -Aβ42- 

aminoácidos) y con diferentes características (figura 1.3) (Murphy and LeVine III 

2010). Los péptidos β-amiloides son el principal componente de las placas 

neuríticas (Harman 2006). De hecho, las mutaciones conocidas que dan lugar a la 

EA familiar inducen la sobreproducción de Aβ, especialmente la isoforma Aβ42, que 

es el producto proteolítico mayoritario en las placas por su alta hidrofobia y 

capacidad de agregación (Murphy and LeVine III 2010). Estas mutaciones se 

localizan en genes que están relacionados con el metabolismo de APP, como las 

subunidades catalíticas del complejo Ɣ-secretasa, la PS1 y la PS2, o en el gen de la 

propia proteína precursora de amiloide. Los monómeros de β-amiloide son 

liberados al espacio extracelular donde primero forman oligómeros que acaban 

uniéndose entre sí, formando agregados mayores que dan lugar a las placas 

neuríticas (Selkoe 1991). 

Si bien la formación de placas neuríticas en los casos familiares de EA se 

produce por un incremento en la producción de péptidos amiloides, los 

mecanismos que subyacen a la acumulación de Aβ en los casos esporádicos no se 

han determinado todavía. Normalmente, los niveles de Aβ generados en cerebro 

son elevados pero la cinética de lavado es equivalente a la de producción (Bateman 

et al. 2006). El aumento en la generación, incluso cuando es moderado, o la 

disminución de lavado de Aβ conduce a un rápido aumento de sus niveles que 

puede favorecer la deposición de placas amiloides (Lee and Landreth 2010). Se ha 

demostrado que los enfermos de Alzheimer, incluso en las fases más tempranas, 

presentan una reducción en la tasa de eliminación de Aβ (Mawuenyega et al. 2010). 

También hay evidencias de una disfunción microglial en la degradación de los 
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péptidos amiloides, lo cual podría contribuir a su acumulación en placas (Krabbe et 

al. 2013). 

 

 

Figura 1.3. Proteólisis de la proteína precursora amiloide. El primer corte que se produce en 
la proteólisis de APP es en el dominio extracelular de la proteína. Este corte puede darse por dos 
enzimas: la α-secretasa y la β-secretasa. Cuando el corte lo efectúa la primera, se desencadena 
la vía no amiloidogénica. La α-secretasa corta por el aminoácido 17 de la secuencia Aβ, 
secretando al espacio extracelular el fragmento sAPPα, un péptido largo procedente del dominio 
N-terminal. Después, la Ɣ-secretasa corta el dominio C-terminal que queda asociado a la 
membrana, dando lugar al fragmento p3 y al dominio intracelular de APP (AICD). En la vía 
amiloidogénica, la primera enzima en cortar es la β-secretasa, que lo hace en el primer o 
undécimo residuo de la secuencia Aβ, liberando al exterior celular el fragmento sAPPβ. Tras este 
primer corte, la acción de la Ɣ-secretasa da lugar al AICD y a Aβ, que se secreta al espacio 
extracelular. 

 

Generalmente, la deposición de placas precede a la de ovillos neurofibrilares, 

detectándose primero en el lóbulo temporal medial y en la región ventral del lóbulo 

frontal (en hipocampo y regiones del sistema límbico) y extendiéndose después a 

otras áreas del neocórtex (figura 1.4) (Masters et al. 2015). 
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1.5.1.4. Otras características fisiopatológicas 

Actualmente, hay evidencias sustanciales de que la proteína Tau y la 

apoliproteína E (APOE) están involucrados en el desarrollo la enfermedad (Corder 

et al. 1993; Alonso et al. 2008). La APOE es una proteína implicada en el catabolismo 

de lipoproteínas, cuyo gen se localiza en el cromosoma 19 y tiene tres variantes 

alélicas: APOE2, con un 7% de prevalencia, APOE3, con un 78%, y APOE4, con un 

15% (Saunders et al. 1993). Esta última variante representa el mayor riesgo genético 

para en los casos de aparición tardía de EA, pudiendo llegar a incrementar el riesgo 

de padecer la enfermedad hasta 12 veces con la presencia en ambos alelos (Farrer 

et al. 1997). La APOE está presente en las placas amiloides y en los ovillos 

neurofibrilares (Namba et al. 1991). En el cerebro, los niveles de APOE son altos y la 

síntesis se realiza principalmente en astrocitos y microglía. Los mecanismos a través 

de los cuales esta proteína podría estar contribuyendo a la enfermedad han sido 

objeto de investigación en los últimos años. En modelos animales de Alzheimer, 

APOE4 no interfiere en la producción de péptidos amiloides, pero sí puede 

contribuir a su agregación (Masters et al. 2015). APOE tiene la capacidad de unirse 

a Aβ  y se ha sugerido que esta unión podría contribuir a la formación de las placas 

amiloides (Bales et al. 1999) e interferir en su lavado (Holtzman 2001).  

Figura1.4. Evolución de la patología de la EA (figura adaptada de Masters et al. 2015) 
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La agregación de Tau, una proteína asociada a microtúbulos con niveles altos 

de expresión en el SNC, es una característica común a varias enfermedades 

neurodegenerativas conocidas como taupatías. Se ha observado que la formación 

de estos agregados contribuye a la neurodegeneración en la EA (Ballatore, Lee, and 

Trojanowski 2007). Varios estudios han demostrado que tanto la cantidad de Tau 

total como de la forma fosforilada está incrementada en el parénquima cerebral y 

en el líquido cefalorraquídeo de los pacientes (Ryman et al. 2014). Sin embargo, los 

mecanismos por los cuales se produce este aumento no se han dilucidado todavía. 

 

1.6. Factores que pueden aceleran el envejecimiento y/o aumentar la 

predisposición a sufrir un envejecimiento patológico 

Los mecanismos del envejecimiento normal pueden verse alterados tanto por 

factores extrínsecos como intrínsecos, que pueden contribuir a la aparición de 

enfermedades neurodegenerativas (L Woodard et al. 2012).  

1.6.1. Factores intrínsecos: modelos animales de envejecimiento prematuro 

La investigación con animales de experimentación ha permitido crear una 

amplia base de datos genómica que, a lo largo de los años, ha proporcionado una 

gran cantidad de información sobre los fenotipos asociados a determinadas 

mutaciones o variantes alélicas. Estos conocimientos, junto al avance en la 

manipulación genética en ratón, han dado lugar a una serie de modelos animales 

de envejecimiento prematuro asociados a un determinado genotipo.  

Los fenotipos asociados a los distintos genes han contribuido al conocimiento 

de factores intrínsecos y rutas de señalización implicados en la pérdida de la 

homeostasis fisiológica que se da en el envejecimiento. De hecho, muchos de estos 

genes participan en los mismos procesos, como la regulación del ciclo celular o el 

mantenimiento y reparación del ADN (Harkema, Youssef, and de Bruin 2016). 

En prácticamente todos estos modelos genéticos se produce una disminución 

de la esperanza de vida de los animales (Harkema, Youssef, and de Bruin 2016). 

Además, hay una serie de características que se repiten en muchos de ellos, como 

la aparición temprana de cifosis, alopecia, pérdida de peso, prolapso rectal, 

hipertrofia cardíaca y reducción de la fertilidad, entre otras (Trifunovic et al. 2004; 
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Kuro-o et al. 1997). Uno de los modelos más recientes es el de NFkB-/-, que resulta 

especialmente interesante en el contexto del inflammaging. Estos ratones 

presentan un amplio rango de características asociadas al envejecimiento a partir 

de los 10-12 meses, como un aumento de la senescencia celular, una mayor 

inflamación y un incremento de la reactividad glial (Bernal et al. 2014). A nivel del 

SNC, el denominador común de todos los modelos es precisamente la reactividad 

de astrocitos y microglía (Harkema, Youssef, and de Bruin 2016). Sin embargo, en 

muchos de estos modelos suelen aparecer rasgos que, más que asemejarse a las 

características de un envejecimiento fisiológico, son característicos de ciertas 

enfermedades neurodegenerativas. Este es el caso de los ratones Xpg-/-, cuyas 

neuronas de Purkinje del cerebelo empiezan a degenerar hacia los 14 meses 

(Barnhoorn et al. 2014), o de los ratones Ercc1-/Δ, que  presentan una pérdida 

selectiva de motoneuronas y una denervación de los músculos esqueléticos (de 

Waard et al. 2010).  

En este sentido, es importante tener en cuenta que los ratones usados en los 

distintos modelos de envejecimiento prematuro suelen presentar una o varias 

características asociadas a la edad, pero también muestran rasgos que no se dan en 

el envejecimiento normal del ratón, por lo que hay que ser cuidadoso a la hora de 

interpretar los resultados obtenidos a través de ellos (Kõks et al. 2016).  

1.6.2. Factores exógenos 

Además de los factores intrínsecos del organismo, los factores ambientales 

pueden ser determinantes en la forma de envejecer. La asociación entre ciertos 

hábitos de vida, tales como el sedentarismo, fumar o una dieta poco equilibrada, 

con el riesgo de padecer enfermedades cardiorrespiratorias en la vejez está 

fuertemente establecida (Jackson et al. 2009). En el caso de las enfermedades 

neurodegenerativas, las investigaciones de los últimos años también apuntan a un 

papel fundamental del ambiente tanto en la aparición como en el desarrollo de la 

enfermedad (Heneka, Kummer, and Latz 2014; Hamer and Chida 2009).  

Como para la mayoría de enfermedades neurodegenerativas, el mayor factor 

de riesgo para los casos esporádicos de EA es la edad (Hung et al. 2010). Sin 

embargo, se han realizado varios estudios intentando esclarecer si otros factores 
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pueden contribuir a la aparición de la enfermedad. Así, se sabe que la incidencia de 

EA es mayor en mujeres (Mielke, Vemuri, and Rocca 2014), en personas fumadoras 

(Durazzo, Mattsson, and Weiner 2014) y en personas con un nivel educativo bajo 

(Launer et al. 1999). 

En los últimos años ha surgido un enorme interés en determinar si la exposición 

a la contaminación ambiental puede hacernos más vulnerables a padecer EA, así 

como otras enfermedades neurodegenerativas. Los efectos nocivos que ejercen las 

moléculas procedentes de la contaminación en enfermedades cardiovasculares o 

en algunos tipos de cáncer están bien establecidos. Actualmente, un creciente 

número de observaciones parecen indicar que la exposición a este tipo de partículas 

puede actuar también a nivel del SNC, acelerando el envejecimiento cognitivo e 

incluso aumentando el riesgo de padecer EA (Underwood 2017). 

Los primeros indicios de la relación entre contaminación y demencia provienen 

de estudio sobre perros “dementes” en la Ciudad de México. La Dra. Calderón-

Garcidueñas observó que los perros viejos que habitaban en áreas particularmente 

contaminadas presentaban síntomas de confusión y desorientación. El examen de 

los cerebros tras su muerte reveló depósitos más extensos de Aβ que en los 

cerebros de los perros que habían vivido en ciudades menos contaminadas 

(Calderón-Garcidueñas et al. 2008). 

La mayoría de estudios epidemiológicos sobre la relación entre demencia y 

contaminación se han realizado utilizando el PM2.5 que indica la cantidad de 

partículas en suspensión menores a 2.5 µm. En 2017, un estudio en Ontario, Canadá, 

reveló que la incidencia de demencia es mayor en zonas cercanas a grandes 

carreteras y autopistas con PM2.5 altos (Chen et al. 2017). En el mismo año, se publicó 

un análisis epidemiológico, realizado a lo largo de 11 años en E.E.U.U., en el que se 

observó que en las mujeres mayores de 65 años residentes en zonas con valores de 

PM2.5 por encima de 12µg/m2, las posibilidades de padecer algún tipo de demencia 

aumentan casi el doble (Cacciottolo et al. 2017). En este mismo estudio se demostró 

que, en ratones modificados genéticamente que presentan deposición de placas, la 

exposición a PM2.5 aceleraba la formación de oligómeros amiloides.  
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Los niveles altos de PM2.5 están generalmente acompañados de otro tipo de 

contaminantes ambientales, como los hidrocarburos aromáticos policíclicos e 

hidrocarburos aromáticos halogenados (PAH y HAH, respectivamente, por sus 

siglas en inglés) (Xing et al. 2017).  Es muy posible, por lo tanto, que este otro tipo 

de contaminantes ambientales contribuya a estos procesos. 

El conjunto de datos obtenidos en estos estudios sugiere que los niveles altos 

de contaminación pueden contribuir al desarrollo de demencias. Sin embargo, es 

necesario continuar la investigación en el campo para determinar una relación 

causal entre ambos factores.  
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1.7. El Receptor de Hidrocarburos Aromáticos: perspectiva histórica 

Bajo el término de xenobióticos se agrupan todos aquellos compuestos 

químicos que pueden encontrarse en un organismo siendo su procedencia ajena al 

mismo. Entre estos compuestos se encuentran los PAHs y los HAHs, presentes en 

pesticidas, disolventes y muchos otros productos químicos derivados de procesos 

industriales y que son una de las principales fuentes de contaminación ambiental y 

enormemente perjudiciales para la salud (Beischlag et al. 2008). 

A lo largo de la historia, ha habido varios casos de exposición accidental a 

PAH/HAHs. El primer caso registrado fue en 1949, en una planta química de la 

empresa Monsanto, en Virginia del Este, dónde se produjo la liberación accidental 

de PAH/HAHs, incluyendo la de 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), la 

dioxina más potente (Schecter et al. 2006). Esta fuga provocó varios casos de 

cloracné, una dolorosa y desfigurante enfermedad de la piel que cursa con 

comedones, pústulas y abscesos (Ju, Zouboulis, and Xia 2009). Además, entre las 

personas afectadas por el TCDD también hubo casos de disfunción hepática, 

neuropatía periférica y trastornos metabólicos (Zack and Suskind 1980). 

Probablemente el caso más sonado de exposición a PAH/HAHs fue con el 

agente naranja utilizado en la operación “Ranch Hand” durante la guerra de 

Vietnam. Como parte de su programa de guerra química, EEUU utilizó este 

compuesto con el fin de atacar los cultivos y deforestar los bosques. El agente 

naranja era una mezcla 1:1 de 2 herbicidas: el 2,4,5-triclorofenoxiacético y el 2,4-

diclorofenoxiacético, el primero de los cuales estaba contaminado con TCDD. En 

1964, Dow Chemicals, una de las empresas encargadas de sintetizar el agente 

naranja, informó de los posibles peligros de esta sustancia tras la aparición de 

cloracné en varios de sus empleados que habían estado en contacto con el 

compuesto. Sin embargo, el agente naranja siguió esparciéndose hasta 1971 por 

los campos y bosques vietnamitas dejando terribles secuelas tanto entre la 

población vietnamita como en los soldados estadounidenses.  

En 1976, se produjo un escape de TCDD en otra planta química; esta vez en 

Seveso, Italia. Cantidades cercanas al kilogramo de TCDD y otras dioxinas se 

dispersaron por el aire, afectando gravemente la salud de la población local 

(Beischlag et al. 2008).  

Sin embargo, las fuentes de exposición accidental a PAHs no se limitan a fugas 

en plantas industriales. A lo largo de los últimos 20 años ha habido varios casos de 



INTRODUCCIÓN 

44 
 

detección de dioxinas y compuestos relacionados en productos alimentarios. Por 

ejemplo, en 1999, en Bélgica, se detectaron altos niveles de PCBs en varios tipos de 

carne y en productos lácteos que causaron varias intoxicaciones (Bernard et al. 

2002); en 2007 se detectaron por toda Europa niveles altos de dioxina en la goma 

guar, un aditivo alimentario procedente de la india (Weber et al. 2008); y, en 2008, 

en Irlanda, se detectó carne de cerdo altamente contaminada con dioxina, entre 

otros casos. En el año 2006, la Comisión Europea (CE) estableció unos contenidos 

máximos de determinados contaminantes en productos alimenticios ((CE) Nº 

1881/2006). 

El descubrimiento del Receptor de Hidrocarburos Aromáticos (AhR) tuvo 

origen en el campo de la toxicología de este tipo de compuestos en vertebrados. La 

gran similitud en los efectos biológicos de varios tipos de PAHs como los bifenilos 

policlorados (PCBs), los policlorodibenzodioxinas (PCDDs), o los 

policlorobenzofuranos (PCDFs) condujo a la hipótesis de que estos xenobióticos 

inducían sus efectos a través de un mecanismo común (Poland and Glover 1973). 

Los estudios del metabolismo de xenobióticos demostraron que éstos inducían en 

el organismo una batería de enzimas que, si bien parecía una respuesta adaptativa 

para inducir la detoxificación y eliminación de estos compuestos, en algunos casos 

mediaba directamente la toxicidad, puesto que los metabolitos generados eran 

más tóxicos que el compuesto inicial (Conney 1982). Como parte de la 

caracterización de este metabolismo adaptativo, se realizaron estudios en distintas 

cepas de ratón y se observó que existían entre ellas diferencias en su respuesta a los 

PAHs (Poland et al. 1974) y que estas diferencias eran de carácter genético (POLAND 

and GLOVER 1975). Mediante cruces entre cepas de ratón capaces de responder a 

los PAHs y cepas que no lo eran, se demostró que el responsable era un único locus 

autosómico dominante (NEBERT, Goujon, and Gielen 1972) que se denominó Aryl 
Hydrocarbon Responsiveness y al que se caracterizó como un receptor para este 

tipo de xenobióticos.  

Actualmente este receptor se conoce como Receptor de Hidrocarburos 

Aromáticos (AhR por sus siglas en inglés) y, aunque su función como mediador en 

el metabolismo de xenobióticos es la más conocida, a medida que se ha avanzado 

en su estudio, se ha ido reconociendo su participación en importantes procesos de 

homeostasis celular (Barouki, Coumoul, and Fernandez-Salguero 2007). 
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1.8. AhR: un factor de transcripción bHLH/PAS 

El receptor AhR es un factor de transcripción activado por ligando de la familia 

bHLH (dominio básico hélice bucle hélice) / PAS (Per-ARNT-Sim). A esta familia de 

proteínas pertenecen una serie de factores de transcripción cuya función es el 

control de procesos biológicos muy diversos, que van desde el control de la hipoxia 

hasta la regulación hormonal y de los ritmos circadianos (Crews 1998).  

El nombre de bHLH/PAS se asignó por la presencia de estos dos dominios en 

todos los factores de transcripción pertenecientes a esta familia. El dominio PAS se 

sitúa en el extremo N-terminal y consiste en una secuencia de entre 260 y 310 

aminoácidos (Crews, Thomas, and Goodman 1988) que se divide en dos regiones 

altamente conservadas: PAS-A y PAS-B. A través de este dominio pueden darse 

uniones tanto entre proteínas PAS (Huang, Edery, and Rosbash 1993), como a otras 

proteínas (McGuire et al. 1995). El dominio bHLH también se encuentra en la zona 

amino terminal y consiste en una región básica, adyacente a otra región que forma 

una estructura tridimensional conocida como hélice-bucle-hélice (Kewley, 

Whitelaw, and Chapman-Smith 2004). A través de la región básica, los factores de 

transcripción de esta familia, se unen a regiones E-box del ADN, que son regiones 

promotoras de los genes diana. Además, el dominio bHLH participa también en la 

unión a otras proteínas de la misma familia. En la región C-terminal, se sitúan 

dominios de transactivación o de represión (Figura 1.5) (Fukunaga et al. 1995). 

Los factores de transcripción de tipo bHLH/PAS se caracterizan porque 

necesitan dimerizar con otras proteínas de tipo PAS para formar un complejo 

Figura 1.5. Dominios funcionales de AhR en ratón.  (Esquema adaptado de Fukunaga et al. 1995). 
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transcripcionalmente activo (Taylor and Zhulin 1999). En el caso de AhR, el dímero 

lo forma con el Traslocador del Receptor de Hidrocarburos Aromáticos (ARNT).  

1.9. Variantes polimórficas de AhR 

Como se mencionó previamente, el estudio del metabolismo de xenobióticos 

en ratón permitió identificar diferentes variantes alélicas en esta especie, que 

podían diferenciarse por su grado de respuesta a PAHs. Estos alelos, nombrados de 

mayor a menor capacidad de respuesta, son: AhRb-1, AhRb-2, AhRb-3 y AhRd. De esta 

forma, la cepa de ratón DBA/2J, que expresa el polimorfismo AhRd, necesita una 

dosis de TCDD 15 veces mayor que los ratones C57/BL6, que presentan la variante 

AhRb-1, para responder a este compuesto (Okey, Vella, and Harper 1989). 

En humano, el gen AhR se encuentra en la posición 7p15, en el brazo pequeño 

del cromosoma 7 (Micka et al. 1997) y consta de 12 exones que codifican un mRNA 

de 5483 nucleótidos. Su producto génico es una proteína de 96,147 kD. Hasta el 

momento, las variantes alélicas descritas en humano son seis: -459G>A, 132T>C, 

1549C>T, 1661G>A, 1708G>A y 2356A>G (Harper et al. 2002). En 4 de ellas, el 

polimorfismo se sitúa en el exón 10, una región relacionada con la transactivación 

de otros genes, y en las dos restantes se encuentra en la región bHLH (Figura 1.6).  

El polimorfismo más estudiado ha sido el de la variante 1661G>A, que implica 

la sustitución de una arginina por una lisina en el codón 554. Recientemente se ha 

asociado este polimorfismo con el riesgo de padecer retinitis pigmentosa. Respecto 

al resto de variantes alélicas, la interpretación de los estudios fenotípicos ha sido 

confusa. No obstante, será necesario un mayor estudio de estos polimorfismos para 

clarificar los posibles efectos fenotípicos asociados.  

 

Figura 1.6. Polimorfismos humanos de AhR (Esquema adaptado de Harper et al. 2002). 
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1.10. Señalización por AhR 

1.10.1. Vía clásica de señalización: AhR como factor de transcripción 

AhR es un factor de transcripción activado por ligando que, en ausencia de éste, 

se encuentra en el citoplasma formando un complejo  transcripcionalmente inactivo 

con las proteínas HSP90 (proteína de choque térmico 90) (Wilhelmsson et al. 1990), 

p23 (Kazlauskas, Poellinger, and Pongratz 1999), AIP1 (proteína de interacción con 

AhR) y la proteína ARA9 o XAP2 (proteína asociada al virus de la hepatitis B) (Ma and 

Whitlock 1997; Carver and Bradfield 1997; Meyer et al. 1998). La unión de AhR a un 

ligando, provoca un cambio conformacional que permite la translocación del 

complejo al núcleo, donde el receptor se disocia de las proteínas a las que se 

mantenía unido para formar un heterodímero transcripcionalmente activo junto a 

ARNT (Heid, Pollenz, and Swanson 2000). Una vez formado, este complejo es capaz 

de unirse a secuencias específicas del ADN que son regiones promotoras de los 

genes diana de AhR, denominadas XRE o DRE (Elementos de Respuesta a 

Xenobióticos o Elementos de Respuesta a Dioxinas, respectivamente) (Denison, 

Fisher, and Whitlock 1989) 

La unión del complejo transcripcional a las regiones XRE induce una batería de 

genes que codifican para una serie de enzimas responsables del metabolismo de 

xenobióticos, entre las que se incluyen varios miembros de la familia del citocromo 

P450 (como Cyp1A1, Cyp1A2 y Cyp1B1), la subunidad Ya de la glutatión-S-

transferasa, la NADPH/Quinona oxidorreductasa y la aldehído deshidrogenasa 

(Hankinson 1995). Es importante destacar que existe un patrón diferencial en la 

expresión de los genes diana de AhR. Mientras algunos de ellos son fácilmente 

inducibles tras la administración de un agonista del receptor, como el Cyp1A1, otros 

tienen un carácter más constitutivo, como el Cyp1B1 (Hakkola et al. 1997).  

Además, AhR puede inducir la expresión de genes cuyas regiones promotoras 

carecen de la secuencia XRE, como es el caso de la proteína BAX (factor bcl-2 

asociado a la proteína X), implicada en la inducción de la apoptosis (Matikainen et 

al. 2001) o el de PON1 (Paraoxonasa 1), una esterasa sérica responsable de la 

hidrólisis de organofosfatos (Gouédard, Barouki, and Morel 2004). 
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1.10.2. Vía alternativa de señalización: AhR como E3 ubiquitina ligasa  

Además de actuar como un factor de transcripción, AhR también puede ejercer 

una función E3 ubiquitina ligasa formando parte del complejo 

Cullin4B/E3ubiquitina ligasa. El sistema ubiquitina-proteosoma juega un papel 

fundamental en la homeostasis celular siendo el principal sistema de degradación 

de proteínas (Fang and Weissman 2004). Este sistema sigue una secuencia de 

reacciones bien definida que comienza con la activación de la ubiquitina, un 

polipéptido de 76 aminoácidos, por parte de la enzima E1 activadora de la 

ubiquitina. La ubiquitina activada es transferida por una enzima E2 de conjugación 

de ubiquitina al sustrato, que tiene que haber sido reconocido previamente por una 

E3 ubiquitina ligasa (Schwartz and Ciechanover 2009). Hasta el momento se han 

descrito en humano 8 enzimas con actividad E1 (Schulman and Harper 2009), más 

Figura 1.7. Vía clásica de señalización de AhR. En ausencia de ligando, AhR se encuentra en el 
citoplasma formando un complejo con HSP90, p23 y XAP2, que mantienen al receptor inactivo. Al 
llegar el ligando y unirse a AhR, el complejo entra al núcleo donde se disocia. Una vez libre, AhR se 
une a ARNT formando un dímero transcripcinalmente activo, que se una a las secuencias promotoras 
XRE e iniciar la transcripción de los genes diana. 
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de 40 enzimas con actividad E2 (Stewart et al. 2016) y más de 1000 con actividad E3 

(Sun 2006). Dado que las enzimas de la familia E3 ubiquitina ligasa son responsables 

del reconocimiento del sustrato, su papel es fundamental en la especificidad del 

proceso. 

Para que AhR pueda actuar como ubiquitina ligasa es necesario la formación 

del complejo CUL4AhR, que está constituido por la proteína CUL4B (cullina 4B), la 

proteína DDB1 (Proteína de unión al ADN dañado 1), la β-transducina TBL3, la RBX1 

(Ring box protein 1) y la subunidad 19S del proteosoma, junto a ARNT y AhR (Figura 

1.8) (Ohtake et al. 2007). Tanto la formación como la actividad del complejo son 

dependientes de la presencia de ligando de AhR. El receptor de estrógenos, el 

receptor de andrógenos y la β-catenina son las únicas proteínas cuya degradación 

Figura 1.8. Vía de señalización alternativa de AhR. AhR es capaz de regular los niveles proteicos actuando 
como una ubiquitina E3 ligasa. El complejo formado por las proteínas CUL4B, DDB1, TLR3 y RBX1, junto a 
ARNT y AhR, reconoce el sustrato que tiene que ser degradado. Tras la activación de la ubiquitina por parte 
de E1 y la transferencia de la misma al sustrato por parte de la E2, el complejo formado por AhR y el resto de 
proteínas conduce a la proteína que va a ser degradada al proteosoma. 
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vía CUL4AhR se ha descrito hasta ahora (Ohtake, Fujii-Kuriyama, and Kato 2009; 

Kawajiri et al. 2009).   

1.10.3. Regulación de la señalización por AhR 

Como se ha mencionado anteriormente, AhR tiene un papel dual en la 

regulación de los niveles celulares de proteínas: por un lado, puede inducir los 

niveles de expresión como factor de transcripción y, por otro, puede inducir la 

degradación como ubiquitina ligasa. Su señalización tiene que estar, por lo tanto, 

estrechamente regulada (Figura 1.9). 

 

Figura 1.9. Regulación de la señalización de AhR. El receptor AhR está regulado a varios niveles. Por 
un lado, AhR puede sufrir modificaciones post-traduccionales que afectan a su transporte del citoplasma al 
núcleo; por el otro, la degradación del receptor por parte del proteosoma regula sus niveles citoplasmáticos. 
Además, el metabolismo de sus ligandos por las enzimas inducidas por el propio receptor finaliza su 
señalización, así como el secuestro de ARNT por AhRR, que es uno de los genes diana de AhR. 
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La fosforilación/desfosforilación de AhR en la señal de localización nuclear 

participa en el tráfico citoplasma-núcleo del receptor y también influye en la 

afinidad del dímero AhR/ARNT para unirse a las secuencias XRE (Ikuta, Kobayashi, 

and Kawajiri 2004). 

Además de las modificaciones post-traduccionales, existen dos bucles de 

retroalimentación negativa en la señalización de AhR. Por un lado, cuando AhR se 

activa por un ligando metabolizable, la inducción de la expresión de enzimas 

metabolizadoras como la Cyp1A1 disminuirá los niveles de ligando por 

degradación del mismo (Furness, Lees, and Whitelaw 2007). Por otro lado, uno de 

los genes diana de AhR es el Represor de AhR (AhRR), que codifica para una 

proteína bHLH/PAS con un alto grado de homología con AhR en la secuencia amino 

terminal. Esto le permite formar un dímero con ARNT, capaz de unirse a las 

secuencias XRE, pero transcripcionalmente inactivo (Hahn, Allan, and Sherr 2009). 

El secuestro de ARNT por parte de AhRR impide la unión AhR/ARNT que es 

necesaria para la función transcripcional de AhR (Mimura et al. 1999; Baba et al. 

2001).  Además, los niveles de AhRR y de ARNT no sólo afectan a la función de AhR 

como factor de transcripción, sino que también determinan su actividad E3 

ubiquitina ligasa, que se favorece tanto al incrementarse la expresión de AhRR 

como al reducirse la de ARNT (Luecke-Johansson et al. 2017). 

También es determinante en la regulación de la señalización la propia 

degradación del receptor. Tras su activación y una vez finalizada su señal, AhR se 

transloca al citoplasma gracias a una señal de exportación nuclear, donde es 

degradado vía proteosoma 26S (Song and Pollenz 2002).  

1.10.4. Interacción con otras rutas de señalización 

AhR puede interaccionar con diversas rutas de señalización de función muy 

variada, lo que hace a este receptor partícipe de importantes procesos a nivel celular 

y tisular. Quizás la más estudiada haya sido la estrecha relación que mantienen AhR 

y el receptor de estrógenos tanto a nivel transcripcional como a nivel de 

degradación de los receptores (Ohtake, Fujii-Kuriyama, and Kato 2009).  

Se ha descrito también que AhR es capaz de interaccionar con varias vías de 

señalización implicadas en la proliferación, diferenciación y migración celular, como 

las rutas de TGFβ, la Wnt/β-catenina y la de Notch (Roman et al. 2017).  
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Asimismo, existe una interrelación de AhR con rutas inflamatorias, como la vía 

de NFkB (Tian et al. 1999). Además, está ampliamente demostrado que la 

inflamación reprime el metabolismo de xenobióticos (Morgan 1997); citoquinas 

como la IL-6 (interleucina 6) o el TNF-α (factor de necrosis tumoral α) suprimen la 

inducción de CYP1A1 AhR-dependiente y también su actividad constitutiva (Tinel 

et al. 1995). 

 

1.11. Ligandos que activan AhR 

Aunque se ha descrito que ante determinados contextos AhR es capaz de 

activarse en ausencia de ligando, generalmente la acción de AhR requiere la 

presencia de un agonista (Xiao et al. 2015). Dentro de los ligandos del receptor se 

pueden distinguir los ligandos xenobióticos y los ligandos no xenobióticos, que se 

sintetizan naturalmente de forma endógena o como resultado de procesos 

biológicos (Denison and Nagy 2003). 

1.11.1. Xenobióticos 

La mayor parte de xenobióticos que son ligandos de AhR son compuestos 

lipofílicos que pueden clasificarse según su estructura en 3 clases: PAH, HAH y 

policlorados bifeniles (PCB) (Tabla 1.2).  Generalmente son carcinogénicos, además 

de producir otros efectos tóxicos para la salud. Estos compuestos suelen liberarse 

por procesos de combustión y pirolisis; por lo tanto, las fuentes de emisión, tanto 

naturales como antropogénicas, son numerosas. 

1.11.1.1. PAHs: Fuentes de emisión y de exposición 

A pesar de que existen causas naturales de emisión de PAH, como las 

erupciones volcánicas y los incendios forestales, la mayor parte de estos 

compuestos tiene origen antropogénico. Entre las actividades que generan este 

tipo de moléculas están la refinación de petróleo, la producción de coque y 

aluminio, la quema de combustible y la producción de asfalto, entre otras (Abdel-

Shafy and Mansour 2016). En las ciudades, las emisiones derivan principalmente de 

los vehículos a motor y del uso de la calefacción y, a nivel doméstico, se pueden 

también producir PAHs a través de las estufas de carbón y al cocinar, siendo esta 

última actividad responsable del 37% de las emisiones domésticas (Zhu et al. 2009).  
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Tabla 1.2. Principales xenobióticos ligandos de Ahr. 
 

Si bien es cierto que una de las fuentes de exposición de estas sustancias es a 

través del aire, la principal, en personas no fumadoras, es la dieta (Lodovici et al. 

1995). Los PAHs de bajo peso molecular se concentran en verduras y frutas que los 

captan a través de la adsorción de superficie (Speer et al. 1990). Además, también 

pueden contaminar alimentos durante el procesamiento industrial de los mismos, 

lo cual es bastante frecuente en el proceso de secado de cereales y de las semillas 

utilizadas para ciertos aceites (Yusty and Davina 2005; Šimko 2002) (Tabla 1.3). Por 

último, estos compuestos se forman como resultado de ciertos métodos de 

preparación de alimentos como la parrilla, el asado o el ahumado. 

 

 Grasas 
(aceites y 

mantequillas) 

Productos 
lácteos 

Carnes y 
productos 

de la 
carne 

Huevos Pescado 
y 

marisco 

Verduras, 
legumbres 

y 
hortalizas 

Bollería 
industrial 

Cereales Frutas 

2000 0.27 0.08 0.10 
 

0.02 0.24 0.01 NA 0.26 0.01 

2006 0.50 0.0 0.13 0.09 0.14 0.02 0.12 0.05 0.02 

2008 0.49 0.20 0.14 0.10 0.07 0.07 0.03 0.03 0.02 

Tabla 1.3.  Concentraciones de Benzo[a]pireno (µg/kg) en muestras de alimentos en 
Cataluña en los años 2000, 2006 y 2008. NA: no analizado (Martorell et al. 2010). 

Compuesto Estructura Fuente de exposición Efectos toxicológicos 

 
 

TCDD o dioxina 
 

(HAH) 

 

 Dieta: carnes, 
pescados, mariscos, 
leche… 

 Bajos niveles en 
humo de vehículos a 
motor y tabaco 

 Exposición aguda: 
lesiones dermatológicas, 
problemas hepáticos 

 Exposición crónica: 
carcinogénico, 
afectación sistema 
inmune, nervioso, 
endocrino. 

 
 

Benzo[a]Pireno 
 

(PAH) 

 

 Vehículos a motor 
 Tabaco 
 Dieta: cereales, 

aceites… 

 Exposición aguda: 
toxicidad baja 

 Exposición crónica: 
carcinogénico, 
afectación sistema 
respiratorio, renal y 
gastrointestinal 

 
 

Pentaclorobifenilo 
 

(PCB) 

 

 Dieta: carnes, 
pescados, mariscos, 
leche… 

 

 Exposición aguda: 
lesiones dermatológicas, 
problemas respiratorios 

 Exposición crónica: 
neurotoxicidad, 
alternación endocrina, 
inmunosupresión, 
hepatotoxicidad… 
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1.11.1.2. HAHs y PCBs: Fuentes de emisión y de exposición 

Los HAHs y PCBs se utilizaron durante muchos años para la producción de 

transformadores y generadores, materiales de construcción, lubricantes, 

recubrimientos, plastificantes y tintas. No obstante, hoy en día su uso está mucho 

más restringido dado que tanto las dioxinas como los PCB son altamente resistentes 

a los procesos de descomposición y, en consecuencia, persisten en el medio 

ambiente, incorporándose a la cadena alimenticia. Según la FSAI (Food Safety 

Authority of Ireland), el 90% de la exposición humana a HAHs y PCBs es el resultado 

del consumo de alimentos, principalmente productos alimenticios de origen animal 

con un alto contenido de grasa, puesto que estos contaminantes se acumulan en el 

tejido adiposo (Tabla 1.4) 

 

 Grasas 
(aceites y 

mantequillas) 

Productos 
lácteos 

Carnes y 
productos de 

la carne 

Huevos Pescado 
y 

marisco 

Verduras, 
legumbres y 

hortalizas 

Cereales 

2,3,7,8-TCDD 170 4.24 15 
 

1 34.70 NA 0 

PCB-105  8620 3559 3484 4970 15490 1396 2254 

Tabla 1.4. Concentraciones de dioxina y PCB-105 (pg/kg de peso húmedo) en muestras de 
alimentos en Valencia en el año 2011 (Marin et al. 2011). 

 

1.11.1.3. Regulación de los contenidos de PAHs/HAHs/PCBs en la dieta 

Debido a los numerosos casos de intoxicación alimentaria con PAHs, HAHs y 

PCBs anteriormente mencionados, en el año 1990 la OMS estableció la ingesta 

diaria tolerable (TDI por sus siglas en inglés) de dioxina en 10 pg/kg de masa 

corporal (m.c.). En el año 2000 lo redujo a 1-4 pg WHO-PCDD/F-PCB-TEQ/ kg de 

m.c. (siendo WHO-PCDD/F-PCB-TEQ concentración de equivalentes tóxicos de 

sumas de dioxinas y PCBs similares a las dioxinas según la OMS).  

En 2001, el comité científico para los alimentos de la CE fijó una ingesta semanal 

tolerable (TWI) de 14 pg/kg de m.c. Sin embargo, un estudio llevado a cabo en el 

año 2012 por esté comité estimó que el porcentaje de individuos expuestos por 

encima de esta TWI era entre el 1,0 y 52,9%, siendo los niños el grupo más expuesto. 

En el caso de los PAHs, no están establecidas las TDI, pero la OMS publicó en 2006 

que la media de ingesta diaria, en el caso del Benzo[a]pireno era de 4 ng/kg de peso 

corporal.   
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Hoy en día existe una normativa que regula a nivel europeo las concentraciones 

máximas permitidas en los diferentes tipos de alimentos ((CE) Nº 1881/2006) (Tabla 

1.5). Aunque desde la puesta en marcha de la regulación europea se ha producido 

una tendencia a la baja en los contenidos de estas sustancias en los alimentos,  

todavía hay regiones cercanas a zonas industriales en las que los productos locales 

exceden con creces los contenidos máximos permitidos (Squadrone et al. 2015). 

 

Productos alimenticios Suma de 
dioxinas y PCBs 
similares a las 
dioxinas (EQT 
PCDD/F-PCB 
OMS) 

Productos alimenticios Benzo[a]pireno 

 
Productos cárnicos 
(excluidos los despojos no 
comestibles) y grasa de: 

-bovinos y ovinos 

-aves de corral 

-cerdos 

 

 
 
 
 
 
 
4,5 pg/g grasa 
 
4,0 pg/g grasa 
 
1,5 pg/g grasa 

Aceites y grasas (excluida la 
manteca de cacao) destinados 
al consumo humano directo o a 
ser usados como ingrediente de 
los productos alimenticios 

2,0 µg/kg de 
peso fresco 

Hígado de animales 
terrestres mencionados en el 
punto anterior y sus 
productos derivados 

12,0 pg/ g grasa Carnes ahumadas y productos 
cárnicos ahumados 

5,0 µg/kg de 
peso fresco 

Carne de pescado.  8,0 pg/ g peso 
fresco 

Carne de pescado ahumado 
excluidos los moluscos bivalvos.  

5,0 µg/kg de 
peso fresco 

Leche y productos lácteos  6,0 pg/ g peso 
fresco 

Carne de pescado  no ahumada 2,0 µg/kg de 
peso fresco 

Mezcla de grasas de origen 
animal 

3,0 pg/g grasa Moluscos bivalvos 

 

10,0 µg/kg de 
peso fresco 

Aceites y grasas vegetales 1,5 pg/g grasa Alimentos elaborados a base de 
cereales  

1,0 µg/kg de 
peso fresco 

Aceites marinos  10,0 pg/g grasa Preparados para lactantes y 
preparados de continuación, 
incluidas la leche para lactantes 
y la leche de continuación 

1,0 µg/kg de 
peso fresco 

Tabla 1.5. Contenidos máximos de determinados contaminantes en los productos 
alimenticios ((CE) Nº 1881/2006). EQT: concentración de equivalentes tóxicos. PCDD/F: 
policlorodibenzo-p-dioxinas/ policlorodibenzofuranos. 
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1.11.1.4. Efectos de la exposición a PAHs/HAHs/PCBs sobre la salud 

La exposición a ligandos xenobióticos de AhR puede producir diversos efectos 

tóxicos como alteraciones inmunológicas, endocrinas, hepatotoxicidad, 

teratogénesis y aparición de tumores. No obstante, los efectos dependen de varios 

factores como la especie estudiada, la vía y el tiempo de exposición, así como el tipo 

y la cantidad de compuesto (Denison et al. 2011). 

En humano, los estudios realizados hasta la fecha son principalmente por 

exposición aguda accidental (Beischlag et al. 2008). Las investigaciones sobre 

efectos a largo plazo se han realizado en personas que, debido a su profesión, han 

estado expuestas a estos compuestos por vía inhalatoria (Kim et al. 2013). Por lo 

tanto, se conoce muy poco sobre los efectos nocivos que estas moléculas pueden 

inducir a través de la dieta.  

1.11.2. Ligandos naturales 

Como se ha mencionado, los xenobióticos provienen principalmente de 

fuentes antropogénicas y no son sintetizados de manera endógena en los 

organismos. La activación de AhR por este tipo de compuestos es probablemente 

una adaptación evolutiva de los vertebradas puesto que, a pesar de que este 

receptor presenta un alto grado de conservación entre especies, el ortólogo de AhR 

en invertebrados es incapaz de responder a xenobióticos (Butler et al. 2001). Este 

hecho respalda la existencia de ligandos endógenos que activen el receptor para 

mediar funciones fisiológicas y de homeostasis celular. 

Actualmente se conocen varios compuestos no xenobióticos o naturales 

capaces de activar AhR. La principal limitación es su baja concentración en los 

tejidos, pero el hecho de que pueden concentrarse de manera local ante 

determinadas condiciones fisiológicas o patológicas apunta a que la activación 

endógena de AhR es contexto-dependiente. Dentro de los ligandos naturales 

podemos encontrar compuestos sintetizados de manera endógena por ciertos 

alimentos que consumimos y compuestos que sintetizamos de manera endógena 

en nuestro organismo (Denison et al. 2011). 

1.11.2.1. Ligandos naturales procedentes de la dieta 

Las primeras evidencias de agonistas naturales de AhR surgieron con la 

observación de que ciertos extractos de verduras y hortalizas podían inducir la 

expresión de CYP1A1 (Wattenberg and Loub 1978; Bjeldanes et al. 1991). 
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Compuestos como el indol-3-carbinol (I3C), los carotinoides, el dibenoilmetano, la 

curcumina o los flavonoides, tienen la capacidad de unirse a AhR e inducir o reprimir 

la expresión de sus genes diana, dependiendo de su capacidad agonista o 

antagonista (Tabla 1.6) (MacDonald, Ciolino, and Yeh 2001; Gillner et al. 1993; 

Ciolino et al. 1998; Gradelet et al. 1996).  

Los flavonoides representan el grupo más grande de ligandos de AhR naturales 

adquiridos a través de la dieta (Denison et al. 2011). Aunque muchos de ellos son 

antagonistas (Ashida et al. 2000), también se han identificado numerosos agonistas 

como la quercetina, la diosmina, la tangeritina o la tamarixetina (Ciolino et al. 1998; 

Ciolino, Wang, and Yeh 1998; Canivenc-Lavier et al. 1996). Además de interaccionar 

con AhR, muchos de estos flavonoides también son sustratos de la CYP1A1 y de la 

CYP1B1 (Doostdar, Burke, and Mayer 2000). El rango de concentraciones 

plasmáticos en humano que pueden alcanzar estos compuestos es de 0,5 a 1,6 µM, 

que son niveles suficientes para inhibir o activar AhR (Paganga and Rice-Evans 

1997). 

1.11.2.2. Ligandos endógenos 

Los ligandos de AhR sintetizados endógenamente descritos hasta ahora son 

derivados del metabolismo de diferentes compuestos como el triptófano (Trp), el 

indol-3-carbinol (I3C), el grupo hemo y el ácido araquidónico (Machado et al. 2006; 

Phelan et al. 1998; Bjeldanes et al. 1991; DiNatale et al. 2010) (Tabla 1.6). 

Probablemente, de los ligandos endógenos de AhR conocidos, los indoles 

derivados del Trp y del I3C sean los que mayor afinidad presentan por el receptor. 

El 6-formilindol [3,2-b] carbazol (FICZ), formado a partir de la fotoxidación del Trp, 

es un potente activador de AhR (Park et al. 2015). La degradación de este mismo 

aminoácido por la vía de las kinureninas para la producción del cofactor enzimático 

NAD (adenina dinucleótido nicotinamida) también da lugar a varios agonistas de 

AhR como la L-kinurenina o el ácido kinurénico (Isabel Cuartero et al. 2016).  

En los últimos años, una amplia cantidad de estudios han focalizado su atención 

en la ruta de las kinureninas y en su implicación en distintos contextos patológicos 

como el ictus isquémico cerebral (Cuartero et al. 2014). También se han visto  
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Procedencia Clase Actividad Estructura 

Ligandos 
procedentes 
de la dieta 

Flavonoides 
Antagonista/ 
Antagonista 

Quercetina 

Curcumina 
Antagonista/ 
Antagonista 

 

Derivados del Trp Agonista 

Indol-3-Carbinol 

Ligandos 
endógenos 

Derivados 
del Trp 

Ruta de los 
indoles 

Agonista 

Ácido indoacético 

Fotoderivados 
del Trp 

Agonista 

6-Formylindol [3,2-b] carbazol 

Ruta de las 
kinureninas 

Agonista 

L-kinurenina     

 
Ácido quinurénico 

Derivados del grupo hemo Agonista 

Bilirrubina 

 

Derivados del ácido 
araquidónico 

Agonista 

Prostaglandinas 

Tabla 1.6. Principales ligandos naturales de AhR 
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alteraciones de la ruta en enfermedades autoinmunes, como la esclerosis múltiple 

(Rothhammer et al. 2016), y trastornos neurodegenerativos, como el Parkinson, el 

Huntington y el Alzheimer (Jauch et al. 1995; Lim et al. 2017; Gulaj et al. 2010). En el 

caso del Alzheimer, dos estudios independientes han demostrado que los pacientes 

tienen alterados los niveles plasmáticos de varios metabolitos de la kinurenina 

(Gulaj et al. 2010; Giil et al. 2017). 

 

1.12. Funciones fisiológicas de AhR 

La existencia de ligandos endógenos de AhR y su alto grado de conservación 

entre especies indica que este receptor debe ejercer funciones fisiológicas 

importantes, más allá del metabolismo de xenobióticos. 

El análisis de los cambios en la expresión génica tras la activación de AhR por 

dioxina ha revelado cambios en genes implicados en proliferación, diferenciación, 

migración y adhesión celular, en la respuesta a estrés oxidativo, así como en la 

modulación del metabolismo de esteroides, ácido retinoico y lípidos (Hayes et al. 

2007).   

1.12.1. Expresión constitutiva de AhR  

Un aspecto importante a la hora de determinar las funciones fisiológicas de una 

proteína es conocer su patrón de expresión en los diferentes tejidos y a lo largo de 

las diferentes etapas del organismo. 

1.12.1.2. Expresión constitutiva de AhR en el desarrollo embrionario 

Durante el desarrollo embrionario, la expresión de los principales 

constituyentes de la señalización de AhR presenta un patrón espaciotemporal muy 

concreto (Furness and Whelan 2009), lo que sugiere que su activación responde a 

estímulos específicos altamente regulados durante las distintas fases del proceso. 

En el embrión de ratón, AhR y ARNT empiezan a detectarse entre los estadios E9-

E11 en el corazón y en el neuroepitelio (Abbott, Birnbaum, and Perdew 1995). Entre 

E13 y E15, AhR empieza a expresarse también en la mucosa del intestino en 

desarrollo, en el parénquima pulmonar, en los riñones y en el hígado (Jain et al. 

1998). Respecto al CYP1A1, se ha detectado la expresión del gen en rombencéfalo, 

mesencéfalo, corazón y riñones durante los estadios E8-E14, y en hígado, piel y 

músculo a partir de E13 (Campbell et al. 2005). En general, el patrón de expresión 

de AhR durante el desarrollo en ratón es similar al de humano, en donde además se 
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detecta una marcada expresión de CYP1A1 en hígado, pulmones y glándula adrenal 

(Omiecinski, Redlich, and Costa 1990). 

1.12.1.2. Expresión constitutiva de AhR en el adulto 

En el adulto joven, AhR se expresa constitutivamente en casi todos los tejidos, 

aunque sus niveles en muchos de ellos son relativamente bajos. El órgano que 

mayor expresión presenta son los pulmones (Yamamoto et al. 2004). 

A pesar de que empieza a haber evidencias que apuntan a un papel de AhR en 

el envejecimiento, existen pocos datos sobre las variaciones en la expresión de AhR 

a lo largo de la edad. Los estudios realizados hasta el momento parecen indicar que 

los cambios son tejido-dependientes. En rata se ha observado un descenso en los 

niveles del receptor en hígado, pulmones y  próstata (Harper, Riddick, and Okey 

2006). En humano, sólo hay datos en el útero, donde no se han detectado cambios 

(Khorram, Garthwaite, and Golos 2002), y en el epitelio pigmentario de la retina, en 

el que los niveles de AhR descienden en el envejecimiento (Hu et al. 2013). 

1.12.2. Alteraciones fenotípicas en animales nulos para AhR 

Seguramente, las evidencias más claras de la implicación de AhR en procesos 

fisiológicos se han obtenido con la generación de ratones transgénicos que carecen 

del receptor. Tres laboratorios diferentes generaron, de manera independiente, 

ratones nulos para AhR (AhR-/-) (Gonzalez et al. 1995; Mimura et al. 1997; Schmidt 

et al. 1996). Los tres modelos presentan características comunes importantes como 

la ausencia de toxicidad mediada por TCDD, retardo en el crecimiento, disminución 

del tamaño del hígado, problemas de fertilidad, anomalías en el sistema inmune, 

fibrosis portal y defectos cardiovasculares. Sin embargo, difieren en ciertos 

aspectos como el tipo de alteración del sistema inmune o la letalidad postnatal 

(Tabla 1.7) (Esser 2009; Lahvis and Bradfield 1998).  

1.12.3. Papel de AhR en el desarrollo 

En base a las observaciones en las pautas de expresión de AhR durante el 

desarrollo embrionario, junto con las evidencias de la implicación del receptor en 

proliferación, diferenciación y apoptosis celular, es fácil pensar que AhR podría 

ejercer un papel relevante en la embriogénesis (Kawajiri and Fujii-Kuriyama 2007).  

Varios estudios sobre la exposición a TCDD durante la gestación y la lactancia han 

revelado anomalías postnatales. Los datos, que han sido recabados en distintas 

especies animales, incluyen hidronefrosis (Abbott, Birnbaum, and Pratt 1987), 
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alteraciones en el desarrollo del timo (Blaylock et al. 1992) y problemas en la 

anatomía y función del aparato reproductor (Gray and Ostby 1995). 

 
 B6.129 AhRΔ1/Δ1F B6.129 AhRΔ1/Δ1G B6.129 AhRΔ2/Δ2 

Características 
generales 

Sí Sí Sí 

Resistencia a TCDD    

Falta de capacidad para 
inducir Cyp1A1 

Sí Sí Sí 

Letalidad postnatal Sí Sí No 

Crecimiento retardado Sí Sí Sí 

Patología hepática Sí Sí Sí 

Fallo en el cierre del 
ductus venoso 

No determinado Sí Sí 

Fertilidad Reducida Reducida Reducida 

Defectos 
cardioavasculares 

No determinado Sí Sí 

Características 
inmunológicas 

   

Tamaño anormalmente 
grande del bazo 

 Sí No 

Poblaciones celulares de 
timo y bazo 

No determinado Normales Normales 

Tamaño reducido de las 
vainas linfoides 

periarteriales 
 No Sí 

Tabla 1.7. Características fenotípicas observadas en los ratones nulos para AhR 
(Adaptación de la revisión de Esser et al., 2009). 

 

Probablemente el sistema más regulado por AhR durante la embriogénesis sea 

el sistema nervioso central. En invertebrados, más concretamente en C. elegans, 

AhR-1 participa en la diferenciación de las neuronas GABAérgicas y en procesos de 

migración neuronal durante el desarrollo (Qin and Powell-Coffman 2004). En 

mamíferos, la expresión génica mediada por AhR es necesaria para el desarrollo 

normal del telencéfalo (Gohlke et al. 2009). Por otro lado, estudios epidemiológicos 

realizados en humanos muestran que la activación de AhR por xenobióticos induce 
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cambios en la capacidad de aprendizaje y en el comportamiento social (Patandin et 

al. 1999). 

1.12.4. Papel de AhR en el adulto 

Como ya se ha comentado, el uso de ratones nulos para AhR en la investigación 

ha permitido empezar a dilucidar cuáles son las funciones fisiológicas del receptor. 

Hasta el momento este receptor se ha relacionado con la señalización endocrina y 

la reproducción (Huang et al. 2016; Pocar et al. 2005), la adipogénesis (Shin et al. 

2007) y la angiogénesis y el desarrollo vascular (Terashima et al. 2013), entre otros 

procesos. En el contexto de esta tesis doctoral es importante destacar su papel en 

el sistema inmune y en el sistema nervioso central. 

1.12.4.1. Papel de AhR en el sistema inmune 

La exposición prolongada a TCDD en animales de laboratorio causa una fuerte 

inmunosupresión que cursa con una involución del timo y cambios drásticos en la 

diferenciación de las células del sistema inmune y en la secreción de citoquinas 

(Esser, Rannug, and Stockinger 2009).  

En la inmunidad adaptativa, la activación de AhR interfiere en el balance de 

linfocitos Th1 y Th2, promoviendo la polarización a Th1 y provocando cambios en 

los niveles de citoquinas circulantes (Negishi et al. 2005). Además, existe también 

una relación entre la señalización de AhR y la diferenciación de los linfocitos T a dos 

subpoblaciones distintas: las células Treg y las Th17 (Hao and Whitelaw 2013).  

AhR también participa en la inmunidad innata. Tras la estimulación de las 

células inmunes con lipopolisacárido (LPS), los niveles de expresión del receptor 

aumentan en células dendríticas y macrófagos. En este último tipo celular, AhR 

también interviene en la polarización M1/M2 (Climaco-Arvizu et al. 2016).  

En el contexto de la autoinmunidad, la activación de AhR en la encefalitis 

autoinmune experimental (EAE, modelo animal de esclerosis múltiple), uveoretinitis 

autoinmune experimental y en un modelo experimental de la enfermedad de 

Crohn, disminuye la inflamación y la respuesta autoinmune influyendo en la 

diferenciación de los linfocitos T a las distintas subpoblaciones (Quintana et al. 2008; 

Zhang et al. 2010; Benson and Shepherd 2010).  En el caso de la encefalitis 

autoinmune experimental, se ha demostrado que el AhR astrocitario es también 
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fundamental para el control de la inflamación en este contexto patológico 

(Rothhammer et al. 2016). 

1.12.4.2. Papel de AhR en el sistema nervioso 

En mamíferos, la expresión de AhR en el cerebro adulto se detecta 

principalmente en neuronas, astrocitos y células del endotelio (Filbrandt et al. 2004; 

Lin et al. 2009).  

AhR tiene un importante papel en la neurogénesis adulta y en la plasticidad 

sináptica. Se ha demostrado recientemente que los ratones nulos para AhR 

presentan una neurogénesis adulta hipocampal aberrante. Los neuroblastos que se 

forman lo hacen con una morfología anormal y con un comportamiento sináptico 

inmaduro. Todo esto va acompañado de un déficit en la memoria dependiente de 

hipocampo (De la Parra et al. En prensa). 

AhR media también procesos de toxicidad y apoptosis en varios tipos 

neuronales (Wójtowicz et al. 2017). La dioxina y otros agonistas del receptor 

producen una fuerte excitotoxicidad, caracterizada por una entrada masiva de 

calcio al citoplasma neuronal en la que están implicados los receptores NMDA (Lin 

et al. 2008). De hecho, AhR participa en la respuesta dual de supervivencia y muerte 

neuronal mediada por dichos receptores, puesto que interviene en su regulación 

transcripcional (Lin et al. 2009). Este proceso ha sido estudiado en la isquemia 

cerebral, contexto en el cual se ha demostrado que se produce un aumento de los 

niveles de L-kinurenina, produciendo la activación y traslocación al núcleo de AhR 

y contribuyendo al daño cerebral (Cuartero et al. 2014). 

1.12.5. Papel de AhR en el envejecimiento 

El primer estudio que relacionó AhR con el envejecimiento se realizó en 

animales nulos para el receptor de la cepa B6.129 AhRΔ1/Δ1G y donde se utilizaron 

como controles animales heterocigotos, en los cuales AhR está presente sólo en 

uno de los alelos (Fernandez-Salguero et al. 1997). Los animales, tanto machos 

como hembras, se evaluaron desde los 6 hasta los 13 meses y a lo largo del estudio 

el porcentaje de supervivencia fue del 77%.  Todos ellos presentaron algún tipo de 

lesión asociada a la edad y que, por lo tanto, no aparecía en los animales jóvenes 

(Tabla 1.8). Si bien las lesiones aparecían en distintos tejidos, muchas de ellas 

presentaban características comunes como hiperplasia, hipertrofia y fibrosis. 
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Recientemente, se ha descrito que la falta de receptor en los ratones lleva a un 

agotamiento prematuro de las células madre hematopoyéticas, asociado a un 

descenso en la supervivencia (Singh et al. 2013). 

En los últimos años, se han publicado varios estudios que apoyan la implicación 

de AhR en varias patologías asociadas a la edad, como la degeneración macular 

asociada a la edad (AMD), que es la principal causa de pérdida de visión en mayores 

de 60 años. En las células del epitelio pigmentario de la retina (RPE), que sufren un 

proceso de neurodegeneración en esta enfermedad, se ha descrito que la expresión 

de AhR desciende con la edad (Hu et al. 2013). Además, los ratones nulos para el 

receptor desarrollan una patología similar a la AMD, con pérdida de la capacidad 

visual, depósitos de lipofucsina y pérdida de las uniones estrechas del RPE y atrofia 

progresiva coroidea. También se ha visto una relación entre AhR y la función 

vascular con la edad. La activación de AhR en células endoteliales ex vivo de 

humano produce una reducción de la capacidad migratoria de las mismas (Eckers 

et al. 2016). Por otro lado, el benzo[a]pireno, agonista de AhR, promueve la 

formación de placas ateroscleróticas y la inflamación asociada a éstas (Curfs et al. 

2005). 

Tabla 1.8. Características fenotípicas observadas en los ratones nulos para AhR durante 
el envejecimiento. (Tabla adaptada de Fernández-Salguero et al., 1997). 

 

1.12.6. Papel de AhR en el envejecimiento cerebral 

Hasta la fecha, no existen estudios que evalúen el papel de AhR en el 

envejecimiento del cerebro. Sin embargo, han empezado a surgir evidencias de que 

 Condición/ Lesión Casos/Total Porcentaje 
Pérdida extrema de peso 

(moribundo)  12/52 23 

Muerte  12/52 23 

Corazón 
Hipertrofia 
Fibrosis e inflamación local 
Vasos hipertróficos 

52/52 
13/52 
4/52 

100 
25 
8 

Útero Lesiones vasculares 12/17 70 

Tracto gastrointestinal Estenosis pilórica 
Prolapso rectal 

10/14 
25/52 

41 
48 

Hígado Hipertrofia de la vena porta 
Tumores 

42/52 
4/14 

81 
28 

Bazo Reducción de células T y B 52/52 100 
Piel Lesiones dérmicas 28/52 53 
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la exposición a xenobióticos contribuye al envejecimiento cerebral y a la aparición 

de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson. 

Dadas las evidencias de su implicación en distintas enfermedades cuyo principal 

factor de riesgo es la edad, en esta tesis doctoral hemos querido investigar el 

posible papel que AhR pudiera tener en el envejecimiento cerebral. 
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2.1. Hipótesis  

El receptor de hidrocarburos aromáticos participa en el envejecimiento 

fisiológico por su papel en el control de la inflamación, así como por su papel 

detoxificador tanto a nivel sistémico como a nivel del sistema nervioso central. Los 

cambios en su señalización durante dicho proceso pueden acelerar la aparición de 

rasgos asociados al envejecimiento fisiológico y/o provocar su conversión 

patológica. 

2.2. Objetivos 

Los objetivos planteados para demostrar la hipótesis fueron los siguientes: 

2.2.1. Regulación de AhR por la edad 

Dentro de este objetivo se incluyen los siguientes subobjetivos: 

2.2.1.1. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR en cerebro 

 Efecto de la edad en la expresión de AhR en cerebro 

 Efecto de la edad en la expresión de ARNT en corteza e hipocampo 

 Efecto de la edad en la función de AhR en cerebro 

 Efecto de la edad en los niveles de Cyp1B1 en corteza e hipocampo 

2.2.1.2. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR a nivel periférico 

 Efecto de la edad en la expresión y función de AhR a nivel periférico: 

hígado 

 Efecto de la edad en los niveles circulantes de ligandos de AhR 

2.2.2. Papel de AhR en el envejecimiento fisiológico 

Dentro de este objetivo se incluyen los siguientes subobjetivos: 

2.2.2.1. Perfil temporal de indicadores generales de envejecimiento en ratones 

AhR+/+ y AhR-/-  

2.2.2.2. Perfil temporal de indicadores específicos de envejecimiento cerebral 

en ratones AhR+/+ y AhR-/-  

 Evaluación de los cambios volumétricos en cerebro de ratones AhR+/+ y 

AhR-/- envejecidos 

 Perfil temporal de déficits neurológicos asociados a la edad en ratones 

AhR+/+ y AhR-/-  
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2.2.2.3. Perfil temporal del fenómeno de inflammaging en ratones AhR+/+ y   

AhR-/-  

 Perfil temporal de los niveles de citoquinas circulantes en ratones AhR+/+ 

y AhR-/-  

 Perfil temporal de los niveles de citoquinas en cerebro en ratones AhR+/+ 

y AhR-/-  

 Evaluación de la reactividad glial en ratones AhR+/+ y AhR-/- envejecidos 

2.2.2.4. Efecto de la activación crónica de AhR en el envejecimiento 

 Efecto de la activación crónica de AhR en el desarrollo de déficits 

neurológicos asociados a la edad 

 Efecto de la activación crónica de AhR en los niveles circulantes de citoquinas 

en el envejecimiento 

2.2.3. Papel de AhR en un modelo patológico de envejecimiento: enfermedad de 

Alzheimer 

Dentro de este objetivo se incluyen los siguientes subobjetivos: 

 Efecto de la activación crónica de AhR en el desarrollo de déficits cognitivos 

en ratones APPNL-F 
 Efecto de la activación crónica de AhR en el desarrollo de placas amiloides 

en ratones APPNL-F 
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3.1. Materiales 

Para nuestro estudio se utilizaron los siguientes compuestos agonistas de AhR 

o 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina (Sigma) 

o 2,2',4,4',6-Pentaclorobifenilo (LGC Standard) 

o Benzo[a]pireno (Sigma) 

o 6-formilindol[3,2-b]carbazol (Enzo Life Sciences) 

 

3.2. Métodos 

3.2.1. Normativa y animales de experimentación 

Todos los procedimientos experimentales con animales se rigieron por las 

guías de experimentación animal del Comité de la Universidad Complutense de 

Madrid (directivas de la UE 86/609/CEE y 2003/65/CE, y española RD53/2013). Los 

animales se mantuvieron en condiciones estándar de temperatura y humedad, con 

acceso libre a comida y agua, y con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. 

En esta tesis doctoral se utilizaron ratones C57/BL6 (Harlan Laboratories Inc.). 

Esta cepa de ratón presenta el alelo de tipo AhRb (Chang et al. 1993) que codifica 

para una proteína de 95 kD y que tiene una afinidad de 15 a 20 veces mayor que la 

proteína de 104 kD codificada por el alelo de tipo AhRd, presente en otras cepas de 

ratón como la DBA/2. 

Además, también se usaron dos líneas transgénicas de ratón. Por un lado, se 

utilizaron ratones transgénicos deficientes (AhR-/-) para el receptor AhR y sus 

correspondientes controles (Taconic). Estos ratones AhR-/- presentan una mutación 

en el exón 3 del gen, que conduce a la codificación de una proteína no funcional.  

La segunda línea transgénica utilizada fue la APPNL-F con fondo genético 

C57/BL6 (cedidos por Takaomi Saido). Estos ratones tienen insertado (ratones 

knock-in) el gen humano de la proteína precursora amiloidea (APP por sus siglas en 

inglés) bajo un promotor endógeno. Este gen insertado tiene dos mutaciones 
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patógenas: la sueca “NF” y la ibérica “L”. La mutación sueca (APP 

KM670/671NL) se encuentra en el exón 16 y es en realidad una doble mutación en 

la que se sustituye una lisina por una asparagina  y una metionina por una leucina 

(Mullan et al. 1992). Esta sustitución afecta a la proteólisis de la APP produciendo 

un aumento de los niveles de β-amiloide, sin afectar la ratio Aβ42/Aβ40. La 

mutación ibérica (APP I716F) se ubica en el exón 17 y consiste en la sustitución de 

una isoleucina por una fenilalanina (Guerreiro et al. 2010). El cambio de aminoácidos 

afecta a la especificidad del sitio de proteólisis de la ɣ-secretasa que conduce a un 

aumento del cociente Aβ42/ Aβ40. 

3.2.2. Tratamientos de los animales 

Para la activación aguda de AhR, se administró a los ratones una inyección 

intraperitoneal del agonista 6-formilindol[3,2-b]carbazol (FICZ) a una única dosis de 

120 ng/kg. A los animales control, se les inyectó el mismo volumen de vehículo, el 

dimetilsulfóxido (DMSO). Los animales se sacrificaron 12 horas después de la 

inyección y se recogieron muestras de hígado, cerebro y plasma. 

Para la activación crónica de AhR de 5 semanas a través de la dieta se utilizaron 

los siguientes agonistas de AhR: 

 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) a una concentración de 50 

pg/kg de pienso. 

 2,2',4,4',6-pentaclorobifenilo (PCB) a una concentración de 1,2 µg/kg de 

pienso.  

 Benzo[a]pireno (B(a)P) a una concentración de 100 ng/kg de pienso. 

Para la activación crónica de AhR de 16 semanas AhR a través de la dieta se 

utilizaron los siguientes agonistas de AhR: 

 TCDD a una concentración de 25 pg/kg de pienso. 

 PCB a una concentración de 1 µg/kg de pienso.  

 B(a)P a una concentración de 30 ng/kg de pienso.  
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Estos compuestos se disolvieron en aceite de maíz (Sigma) y éste se mezcló con 

pellets triturados de una dieta estándar para ratón (Teklad global 18% protein 

rodent diets, Envigo) a razón de 200 ml de aceite por 1 kg de comida. 

3.2.3. Test comportamentales 

3.2.3.1. Motor swimming test 

El motor swimming test es un método que se utiliza para medir la velocidad de 

nado en el ratón por lo que es útil para evaluar la función motora en este animal. El 

ensayo se realizó según lo descrito previamente (Carter et al. 1999a) con alguna 

modificación. Para llevarlo a cabo, se utilizó un tanque de metacrilato, relleno de 

agua y con las siguientes medidas: 30 cm de alto, 100 de largo y 8 cm de ancho. Este 

tanque está provisto, en uno de los extremos, de una plataforma negra de escape 

visible de 8 cm x 8 cm, situada a 20 cm de altura (Figura 3.1). En uno de los lados se 

marcó sobre el metacrilato una línea vertical a 70 cm de la plataforma que sirvió 

para indicar la línea de inicio. 

Para realizar el test, el tanque se llenó de agua hasta los 19 cm de altura. En el 

primer entrenamiento, se introdujo a los ratones en el agua a unos 15 cm de la 

plataforma y se les guio hasta alcanzarla. En los siguientes entrenamientos, se iban 

colocando a los ratones cada vez a una mayor distancia de la plataforma hasta que 

aprendieron a recorrer el tanque desde la línea de inicio directamente hacia la 

plataforma. Al finalizar los entrenamientos, se dejó descansar a los ratones durante 

30 minutos. Tras este tiempo, se realizó el ensayo, que se grabó con una 

videocámara para el posterior análisis del tiempo de latencia en alcanzar la 

plataforma. 

3.2.3.2. El test de la huella 

El test de la huella o footprint es un método comúnmente utilizado en roedores 

para la evaluación de alteraciones motoras en la enfermedad de Huntington (Carter 

et al. 1999a) y, más recientemente, en el ictus (Hernandez-Jimenez et al. 2017).. El 

ensayo se realizó en un pasillo de madera de 10 cm de alto, 50 cm de largo y 10 cm 

de ancho (Figura 3.1). Sobre el suelo del pasillo se colocó un papel de filtro. Las 

patas de los ratones se pintaron con pintura no tóxica con dos colores diferentes 
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(uno para las patas traseras y otro para las delanteras) y se colocaron al inicio del 

pasillo, que recorrieron hasta el final, dejando sus huellas pintadas sobre el papel. 

Todos los animales se sometieron a tres entrenamientos antes de realizar el ensayo. 

Una vez finalizado, se midió la distancia entre las piernas delanteras y las traseras 

de las pisadas.  

3.2.3.3. Test del laberinto en Y 

En el laberinto en forma de Y se realizaron dos paradigmas diferentes: el test de 

alternancia espontánea y el test del brazo cerrado. Esta tarea se basa en la tendencia 

natural de los roedores de explorar nuevos ambientes (Wietrzych et al, 2005). Este 

laberinto consiste en tres brazos de 35x7x5 cm separados 120º grados entre sí 

(Figura 3.2). El entorno del laberinto dispone de claves visuales para facilitar la 

ubicación espacial del animal y que éste pueda discriminar entre los brazos. Entre 

Figura 3.1. Esquemas representativos de los test motores utilizados. Test del test de 
natación motor (A) y test de la huella (B). 
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cada ensayo se limpiaron los brazos del laberinto para eliminar residuos y claves 

olfativas. El recorrido realizado por el ratón fue registrado con una cámara colocada 

sobre el laberinto. Las entradas en cada brazo y el tiempo que el animal pasó en 

ellos se cuantificaron manualmente. Los animales que realizaron menos de 8 

entradas en los brazos del laberinto en todo el tiempo de evaluación no se 

consideraron en el análisis. Las dos pruebas se realizaron en tres días consecutivos. 

El primer día, se evaluó la alternancia espontánea. El ratón se colocó en el centro 

del laberinto, pudiendo explorar de formar libre los tres brazos durante un tiempo 

de 7 minutos. Posteriormente se evaluó el patrón de entradas del animal en los tres 

brazos, contabilizando como alternancia tres entradas consecutivas a los tres 

brazos del laberinto (ABC, BCA…). El porcentaje de alternancia espontánea fue 

calculado como la ratio entre el número total de alternancias y el máximo posible 

de alternancias (número total de entradas a los brazos menos 2) multiplicado por 

100. Este paradigma refleja la memoria de trabajo espacial, ya que el roedor tiende 

de forma innata a alternar las visitas entre los tres brazos y para que esta alternancia 

sea eficiente el animal necesita usar su memoria de trabajo y mantener un registro 

de los brazos visitados recientemente. Si la memoria de trabajo espacial falla, el 

animal no recuerda el ultimo brazo en el que estuvo y la alternancia espontánea 

disminuye (Wietrzych et al. 2005). 

El test del brazo cerrado en el laberinto en Y se realizó en los dos días 

posteriores. En la primera sesión (sesión de entrenamiento), el ratón se colocó en el 

centro del laberinto, pudiendo explorar solamente dos brazos durante 7 minutos, 

puesto que el tercero se mantuvo cerrado. Al día siguiente, en la segunda sesión 

(sesión de evaluación), se volvió a colocar al ratón en el laberinto; esta vez con todos 

los brazos abiertos. La sesión de evaluación se grabó a través de una videocámara 

para su posterior análisis. Este análisis se basó en el tiempo que el ratón estuvo 

explorando el brazo que el día anterior había estado cerrado y evalúa la capacidad 

del ratón de distinguir y recordar dicho brazo. El intervalo entre la codificación de la 

información (sesión de entrenamiento) y el recuerdo (sesión de evaluación del 

comportamiento exploratorio) fue de 24 horas, por lo que se consideró como 
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memoria a largo plazo. Debido a tendencia innata de los roedores de explorar 

ambientes novedosos frente a los familiares, aquellos animales con la memoria 

espacial intacta pasarán más tiempo en el brazo cerrado que en el resto de brazos 

(Dinel et al. 2014). Entre cada ensayo se limpió el recinto del ensayo y los objetos 

para eliminar residuos y claves olfativas. 

3.2.3.4. Test del reconocimiento de objeto nuevo 

El test de reconocimiento de objeto nuevo consistió en una primera fase de 

habituación, una sesión de entrenamiento y la prueba de reconocimiento. Durante 

la fase de habituación, cada animal se colocó media hora durante dos días 

consecutivos en la caja experimental (65x65x45 cm) sin ningún objeto. Las fases de 

entrenamiento y reconocimiento se realizaron en los dos días posteriores. En la fase 

de entrenamiento se colocaron dos objetos idénticos separados en la caja y se 

permitió que los ratones los exploraran durante 5 minutos. Al día siguiente, en la 

fase de reconocimiento, uno de los dos objetos se cambió por otro con una 

apariencia totalmente distinta. De nuevo se permitió que los ratones los exploraran 

durante 5 minutos. Durante esta última fase se analizó el tiempo de exploración de 

cada objeto, manteniendo como criterio que el ratón toque, olfatee o mire 

directamente al objeto a menos de un cm de distancia del mismo. El 

comportamiento del animal fue registrado con una videocámara colocada sobre 

caja y el tiempo de exploración se cuantificó manualmente. Entre cada ensayo se 

limpió el recinto del ensayo y los objetos para eliminar residuos y claves olfativas. 

Los resultados se expresaron a través de dos parámetros: el índice de 

reconocimiento (tiempo de exploración del objeto nuevo entre el tiempo de 

exploración del objeto familiar) y el índice de discriminación (tiempo de exploración 

del objeto nuevo entre la suma del tiempo total de exploración de ambos objetos). 

Estos índices reflejan la capacidad para discriminar entre el objeto familiar y el 

objeto nuevo. La exploración preferencial del objeto nuevo respecto al objeto 

familiar proporciona una medida de la memoria espacial. El intervalo entre la 

adquisición de la información y el recuerdo fue de 24 horas, por lo que se consideró 

como memoria a largo plazo (Vogel‐Ciernia and Wood).  
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Figura 3.2. Esquemas representativos de los test cognitivos utilizados. Test del laberinto 
en Y (A), test del reconocimiento de objeto nuevo (B) y test del miedo condicionado por contexto 
(C).  
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3.2.3.4. Test del condicionamiento al miedo contextual 

El test del condicionamiento al miedo contextual se basa en la generación de 

un recuerdo a través de un estímulo aversivo. El test se realizó en una caja de 

31x24x21 cm con un suelo de rejas a través de las cuales puede propagarse un 

estímulo eléctrico de un voltaje y duración previamente programados. En una 

primera sesión, se colocó al animal en la caja y se le dejó familiarizarse con el 

contexto durante 150 segundos. Tras este tiempo, el ratón recibió tres choques 

eléctricos de 0.6 mA x 0.5 segundos de duración y con 1 minuto de separación entre 

ellos. Un minuto después del último choque eléctrico, se sacó al ratón de la caja. 

Entre cada ensayo se limpió el recinto del ensayo y los objetos para eliminar 

residuos y claves olfativas. 

Al día siguiente, se volvió a situar al ratón en la misma caja y se grabó su 

comportamiento a través de una videocámara para la posterior cuantificación del 

tiempo de freezing de los animales (inmovilidad total del animal, que hace 

únicamente los movimientos necesarios para respirar). El comportamiento de 

freezing es una respuesta de miedo habitual en los ratones. El tiempo de freezing 

se considera, por lo tanto, proporcional al recuerdo que el animal guarda del 

contexto. 

3.2.4. Procesamiento de muestras 

3.2.4.1. Extracción de ARN mensajero 

Para la extracción del ARNm de tejidos se utilizó el método en un paso, que se 

basa en la separación de los distintos componentes celulares por su solubilidad en 

soluciones acuosas u orgánicas (Chomczynski and Sacchi 1987). La 

homogenización se realizó mecánicamente mediante el uso de 1 ml de Trizol® 

(Invitrogen). Una vez homogenizado, se añadió el mismo volumen de cloroformo, 

mezclándolo por agitación, y las muestras se centrifugaron obteniéndose dos fases: 

una orgánica, donde se encuentran la mayoría de componentes celulares, y una fase 

acuosa, donde se encuentra el ARN. Tras descartar la fase orgánica, se precipitó el 

ARN con isopropanol (Sigma) durante toda la noche a -20º C. Una vez precipitado, 

se lavó con etanol al 75% y se resuspendió con agua libre de RNasa (Invitrogen). La 
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concentración de ARN se midió mediante espectrofotometría (espetrofotómetro 

Nanodrop ND-1000) y su pureza se expresó como el cociente entre los valores de 

absorbancia a 260 nm y a 280 nm (1.8-2.0). Las muestras se almacenaron a -80º C 

hasta su utilización. 

3.2.4.2. Homogeneización de proteínas 

Para la obtención de proteínas de los diferentes tejidos, éstos se 

homogeneizaron a 4ºC mediante ultrasonidos en un volumen de 300 µL de una 

solución de homogenización. La solución de homogeneización es una solución 

tamponada cuya composición es la siguiente: cloruro sódico (150 mM), los 

inhibidores de proteasas Nonidet P40 (0,5%; Roche), fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(1 mM) y completeTM protease inhibitor cocktail (utilizado según indicaciones del 

fabricante; Roche), los inhibidores de fosfatasas PhosphoStop (utilizado segun 

indicaciones del fabricante; Roche) y fluoruro de sodio (50 mM), y el agente 

reductor ditiotreitol (1 mM) en Tris-HCl (50 mM, pH 7,5). Una vez homogeneizado 

el tejido, las muestras se centrifugaron a 13000 x g durante 15 minutos a 4ºC y se 

recogieron los sobrenadantes en los cuales se encuentran las proteínas 

solubilizadas. Para determinar la concentración de proteína de los homogeneizados 

se utilizó el método de Bradford (Bradford 1976). Las muestras se almacenaron a -

80ºC hasta su utilización. 

3.2.4.3. Obtención de sangre por punción cardíaca para plasma sanguíneo 

La extracción de sangre se realizó mediante punción cardíaca en el ventrículo 

derecho mediante el uso de una jeringuilla de 25G pre-tratada con citrato de sodio 

al 3,8%. Para la obtención de plasma sanguíneo se extrajeron entre 700 y 900 µL de 

sangre que se transfirieron a un tubo con citrato de sodio (10% del volumen final) y 

se centrifugó a 3500 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Una vez finalizada la 

centrifugación, se recogió la fase superior, carente de células y se almacenó a -80ºC 

hasta su utilización. 
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3.2.4.4. Preparación del tejido para los estudios de inmunohistoquímica e 

inmunofluorescencia  

Los animales se sacrificaron mediante sobredosis de isofluorano y se 

perfundieron con una solución de lavado a través del ventrículo izquierdo (tampón 

fosfato 0,1 M, pH 7.4), seguido de una solución fijadora de paraformaldehído al 4% 

en tampón fosfato 0,1 M. Se extrajo el cerebro y se sumergió en la misma solución 

fijadora durante 12 horas a 4ºC. Posteriormente, el tejido se mantuvo durante 48 

horas en una solución de sacarosa al 30% en tampón fosfato 0,1 M a 4ºC con el fin 

de deshidratarlo para proteger su integridad al congelarlo. Finalmente, se congeló 

mediante un proceso de congelación rápido “snap frozen en isopentano (Sigma 

Aldrich) a -35/-40ºC, y los cerebros se almacenaron a -80ºC hasta el momento de 

su procesamiento. 

3.2.4.5. Obtención de secciones de cerebro 

Los cortes de cerebro utilizados para las tinciones inmunohistoquímicas y los 

experimentos de inmunofluorescencia se obtuvieron mediante microtomo. Los 

cerebros se cortaron desde bregma +2,20 hasta bregma -3,10 en secciones de 30 

µm, en series de 10, siendo la separación entre dos cortes consecutivos de una 

misma serie de 300 µm. Todas las tinciones y los experimentos de 

inmunofluorescencia se realizaron por series. 

3.2.5. Técnicas experimentales 

3.2.5.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida y Western blot 

Para determinar los niveles de expresión de AhR, ARNT, AhRR y Cyp1B1 las 

muestras se diluyeron en tampón de carga (Laemmli + β-mercaptoetanol) para que 

hubiese un total de 30 µg de proteína en un volumen final de 20 µL. Las proteínas 

de cada muestra se desnaturalizaron a 95ºC durante 5 minutos y se separaron 

mediante electroforesis en gel al 7% P/V de poliacrilamida-SDS A 150 mV. Tras la 

separación de las proteínas, se realizó la transferencia de las mismas a membranas 

de PVDF (Amersham Bioscience). Una vez transferidas a las membranas, éstas se 

bloquearon con leche desnatada al 5% en TBST (0,05 % Tween 20 en TBS) durante 

2 horas a temperatura ambiente, tras lo cual se incubaron con el anticuerpo 
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primario correspondiente a 4ºC durante 24 horas en agitación. Al finalizar la 

incubación con los anticuerpos primarios, las membranas se incubaron durante dos 

horas a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios acoplados a 

peróxidasa de rábano conjugada a IgG (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas de 

proteína se detectaron añadiendo el reactivo quimioluminsicente basado en el 

luminol ClarityTM Western ECL Substrate (Bio-Rad). Para el revelado de las 

membranas se utilizó un equipo de imagen Odyssey (Li-Cor). El análisis 

densitométrico de las bandas se realizó mediante el software ImageJ.  

 

Anticuerpo Origen Dilución Casa comercial 

Anti AhR Conejo 1:500 Enzo Life Sciences 

Anti ARNT Conejo 1:500 Enzo Life Sciences 

Anti Cyp1B1 Conejo 1:2000 Abcam 

Anti AhRR Ratón 1:1000 Thermo scientific 

Anti Actina Ratón 1:2000 Sigma 

Tabla 3.1.  Anticuerpos utilizados para la inmunodetección de proteínas mediante la técnica de 
western blot. 

3.2.5.2. Real Time- Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

Partiendo de 1µg de ARNm, se sintetizó ADN complementario (ADNc) de cada 

muestra por transcripción reversa mediante el kit Transcriptor Universal cDNA 

(Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración de ADNc se 

determinó mediante espectrofotometría y su pureza se expresó como el cociente 

entre los valores de absorbancia a 260 nm y a 280 nm y el cociente entre los valores 

260nm y 230nm (1.8-2.0). Las muestras se guardaron a -20ºC hasta su utilización. El 

estudio de expresión de ARNm se hizo por triplicado en un termociclador Bio-Rad 

iQ5 utilizando el kit SYBR Green Master Mix (Roche) partiendo de 700ng de ADNc. 

Todos los genes fueron sometidos a una desnaturalización a 95ºC durante 5 min, 

seguida de 50 ciclos de 95ºC 10s, 60ºC 30s y 72ºC 40s. Además, se realizaron 81 

ciclos de 55ºC 10s para obtener la curva de melting con el fin de confirmar la 
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formación de un único producto de PCR. La especificidad de los primers utilizados 

para los diferentes genes se confirmó utilizando la herramienta Primer-BLAST. Para 

el análisis de los datos se empleó el software iQ5 (Bio-Rad). La cuantificación se llevó 

a cabo utilizando los valores del ciclo umbral (Ct), que es el número de ciclos 

requeridos para que la fluorescencia exceda el ruido de fondo, que es una línea 

umbral que establece el propio programa. Los valores de Ct obtenidos para cada 

gen se normalizaron por el Ct del gen de referencia (actina) utilizando la siguiente 

fórmula: 

ΔCt=2- (Ct gen- Ct referencia) 

AhR 

(Mus musculus) 

F: 5’-CGCCTCCGGGACGCAGGTGG -3’ 

R: 5’-AAAGAAGCTCTTGGCCCTCAG -3’ 
Cyp1A1 

(Mus musculus) 

F: 5’-GGTTAACCATGACCGGGAACT-3’ 

R: 5’-TGCCCAAACCAAAGAGAGTGA-3’ 
Cyp1B1 

(Mus musculus) 

F: 5’-TTCCTAGAGCTGCTCAGCCACAAT-3’ 

R: 5’-GAACGAAGTTGCTGAAGTTGCGGT-3’ 
Actina 

(Mus musculus) 

F: 5’-TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAA-3’ 

R: 5’-TGTGGTGCCAGATCTTCTCCATGT-3’ 

Tabla 3.2. Secuencias de primers utilizados para la determinación de los niveles de ARNm por RT-
PCR. 

3.2.5.3. Cytometric Bead Array (CBA) 

Con el objetivo de determinar los niveles de expresión proteica de las 

citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ, IL-17A, IL-10 y TNF se utilizó el kit de citometría BD 

Cytometric Bead Array (BD Biosciences). Este ensayo permite discernir diferentes 

proteínas gracias a una unión específica a anticuerpos conjugados a microesferas 

de poliestireno de diferente tamaño y fluorescencia. Primero, los anticuerpos de 

cada proteína se conjugaron a las microesferas correspondientes según las 

instrucciones del fabricante. A continuación, cada estándar o muestra se dejó 

incubando durante una hora a temperatura ambiente con 50 µL de la mezcla de 

microesferas en tubos de 75 mm. Posteriormente, se añadieron a cada tubo 50 µL 

del reactivo de detección –una mezcla de anticuerpos conjugados a ficoeritrina 

(PE)- y se dejaron en incubación durante una hora a temperatura ambiente. Tras 
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lavar las muestras y la curva estándar, los tubos se centrifugaron, se retiró el 

sobrenadante y se añadieron 300 µL de solución de lavado. Mediante un citómetro 

de flujo FACSCalibur® (Becton Dickinson S.A.), se realizó un análisis de dos colores. 

Los datos se adquirieron con el software BD CellquestTM PRO. Se definió una 

ventana de adquisición de FSC vs. SSC con el fin de excluir las partículas diferentes 

a las microesferas. Los datos se mostraron como diagramas de puntos de dos 

colores (FL-2 vs. FL-4) para así distribuir las 8 intensidades de fluorescencia de 

micropartículas en FL-4 a lo largo del eje Y. La curva estándar de cada citoquina se 

dibujó usando un modelo de ajuste logístico de 4 parámetros (concentración del 

calibrador de proteína vs. intensidad de fluorescencia media –MFI- en FL-2). La 

concentración de cada citoquina de las muestras se determinó de acuerdo a su 

curva estándar. A los valores por debajo del valor mínimo de la curva estándar se 

les asignó una concentración de 0 pg/mL. 

3.2.5.4. Tinción de Nissl 

Las secciones de cerebro se montaron en portaobjetos gelatinizados, se 

dejaron secar, se hidrataron en agua destilada y se tiñeron con una solución al 0,5% 

de acetato de violeta de cresilo (Sigma Aldrich). Una vez teñidos, y con el objetivo 

de deshidratarlos, los cortes se sometieron a una gradación creciente de alcoholes 

(75%, 90% y 100% de etanol), posteriormente se sumergieron en xileno (Sigma 

Aldrich) y, por último, se montaron con el medio de montaje DPX (Sigma Aldrich). 

3.2.5.5. Inmunofluorescencia 

Tras varios lavados con PBS 1X, los cortes se bloquearon durante 2 horas en PBS 

1X con 0.25% de tritón X-100 y 5% de suero (solución de bloqueo) con el objetivo 

de permeabilizarlos y bloquear las uniones inespecíficas. Seguidamente, los cortes 

se incubaron con el anticuerpo primario, diluido en solución de bloqueo, durante 

una noche a 4ºC y en agitación. Tras varios lavados en PBS 1X, las secciones se 

incubaron con el anticuerpo secundario fluorescente correspondiente durante 2 

horas a temperatura ambiente. En el caso de requerir una amplificación de la señal 

se utilizó el sistema biotina-estreptavidina. Una vez finalizadas las incubaciones, los 

cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados con medio de montaje para 

fluorescencia Aqua-Poly/Mount (Polysciences, INC.).  
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Anticuerpo primario Anticuerpo secundario Anticuerpo terciario  Suero de 

bloqueo 

Anti AhR de conejo (Enzo 

life Sciences) 1:250 

Anti IgG de conejo biotinilado 

(cabra) (Vector lab.) 1:250 

Alexa 488 estreptavidina 

(Thermo) 1:500 
Suero de cabra 

Anti NeuN de ratón 

(Chemicon) 1:200 

Anti IgG de ratón Cy3 (burro) 

(Thermo) 1:300 
---- Suero de burro 

Anti GFAP de gallina 

(Thermo) 1:500 

Anti IgG de gallina Cy3 (cabra) 

(Thermo) 1:300 

Alexa 555 estreptavidina 

(Thermo) 1:500 
Suero de cabra 

Anti IBA1 de conejo (Wako) 

1:500 

Anti IgG de conejo biotinilado 

(cabra) (Vector lab.) 1:250 
---- Suero de cabra 

Anti CD31 de rata (BD 

biosciences) 1:300 

Anti IgG de rata biotinilado 

(cabra) (Vector lab.) 1:250 

Alexa 555 estreptavidina 

(Thermo) 1:500 
Suero de cabra 

Anti beta amiloide de ratón 

(Biolegend) 1:250 

Anti IgG de ratón Alexa 488 

(burro) (Thermo) 1:300 
 Suero de burro 

Tabla 3.3. Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas e identificación de células en tejido 
mediante inmunofluorescencia. 

3.2.5.6. Detección de ligandos de AhR en plasma sanguíneo 

Para medir los niveles de ligando de AhR en plasma se utilizó un ensayo basado 

en la enzima luciferasa. Este ensayo consiste en la co-transfección de dos 

construcciones de ADN. La primera de las construcciones expresa la luciferasa de 

luciérnaga bajo un promotor mínimo que contiene varios elementos XRE 

(xenobiotic responsive elements; expresión inducible por activación de AhR. La 

segunda construcción, que sirve como control de la transfección, expresa la 

luciferasa de renilla bajo el promotor CMG.  

Para este experimento se utilizó la línea celular HepG2, que deriva de 

hepatocarcinoma humano. Las células se crecieron en forma de monocapa en 

medio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Gibco) suplementado con 

suero fetal bovino al 10 % (Gibco) (medio completo). Las células se incubaron en 

una atmósfera húmeda a 37ºC y al 5% CO2, renovando el medio cada 48 horas. 

Además, una vez alcanzada la máxima confluencia, se realizaba un pase de las 

células mediante tripsinización. 

El día previo a la transfección, se sembraron 800.000 células/pocillo en placas 

de 6 pocillos. El día de la transfección, cuando las células habían alcanzado un 80% 
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de confluencia aproximadamente, se transfectaron con el reactivo SuperFect® 

(Qiagen), según las indicaciones del fabricante. Brevemente, el ADN se disolvió a 

una concentración de 1,7 μg/μL en medio DMEM con un 20% vol/vol del reactivo 

SuperFect® y esta solución se dejó incubando durante 10 minutos. Tras la 

incubación, la solución se disolvió al 10% en medio completo. Después, se 

añadieron 600 μL de la mezcla a cada pocillo, previamente lavados con PBS, y la 

placa se mantuvo en condiciones de incubación durante 3 horas. Al terminar la 

incubación, se aspiró el medio y, tras un lavado con PBS, las células se incubaron en 

tripsina al 0,05% (p/V)-EDTA 0,5 mM (Gibco) hasta que se despegaron de la placa. 

Para inactivar la tripsina se añadieron 3 volúmenes de medio completo y las 

suspensiones celulares se recogieron en tubos de polipropileno que se 

centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Las células sedimentadas se 

resuspendieron en 1 mL de medio completo. El número de células se contó 

mediante una cámara de Neubauer. En placas de 24 pocillos, se sembraron 80.000 

células/ pocillo, que se mantuvieron en condiciones de incubación durante 6 horas. 

Tras este tiempo, se aspiró el medio de los pocillos y se añadieron las diferentes 

condiciones utilizadas en el experimento por triplicado. La actividad luciferasa se 

midió 24 horas post-transfección en un luminómetro. Utilizando el sistema Dual-

Luciferase® Reporter Assay System (Promega) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Brevemente, se aspiró el medio de cada pocillo y se añadieron 80 µL del 

tampón de lisis Passive Lysis Buffer en cada uno de ellos, dejándolo durante 15 

minutos en agitación. Se recogió el volumen completo del tampón de lisis y se 

transfirió a microtubos de polipropileno. Para la medida de la actividad luciferasa 

de luciérnaga en el luminómetro se mezclaron 20 µL de extracto celular con 50 µL 

del reactivo LAR II. Tras esta primera lectura, se añadieron 50 µL del reactivo 

Stop&Glo que detiene la reacción de la luciferasa y contiene el sustrato para la 

reacción de la luciferasa de renilla y se volvió a medir la actividad luciferasa. Para 

representar los valores obtenidos se calculó la actividad luciferasa relativa 

luciérnaga/renilla y se expresaron como porcentaje de inducción respecto al control 

negativo. 
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Las condiciones fueron las siguientes: 

 Control negativo: medio completo (DMEM + 10% de suero fetal bovino) 

 Control positivo: TCDD a 100 nM en medio completo. 

 Estudios en ratón: 

Figura 3.3. Detección de la actividad luciferasa en plasma. A: Esquema representativo del 
mecanismo de la luciferasa. La construcción de ADN contiene el gen de la luciferasa bajo el 
promotor XRE. Cuando el ligando activa AhR, éste se une a la secuencia XRE e inicia la 
transcripción de la enzima. Al añadir luciferina, esta molécula es oxidada por la luciferasa en una 
reacción que emite luz. B: esquema representativo del experimento. En un primer paso, se 
transfectan las células HEPG2 con la construcción de ADN. Una vez realizada la transfección, 
las células se tratan con el plasma del animal. Si el plasma tiene una alta concentración de 
ligandos, habrá una mayor activación de AhR, una mayor transcripción de luciferasa y, por lo 
tanto, al añadir la luciferina, se emitirá una mayor cantidad de luz. 
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o Condición joven: DMEM + 10% de plasma de ratón de 2 meses de 

edad. 

o Condición envejecido: DMEM + 10% de plasma de ratón de 24 

meses de edad. 

 Estudios en humano 

o Condición joven: DMEM + 10% de plasma de voluntarios de entre 

18 y 30 años. 

o Condición envejecido: DMEM + 10% de plasma de voluntarios 

mayores de 65 años.  

3.2.5.7.  Preparación de las muestras para la detección de triptófano, L-

kinurenina y ácido kinurénico 

La detección de triptófano y de sus metabolitos L-kinurenina y ácido kinurénico 

se realizó por espectroscopía de masas gracias a una colaboración con los 

profesores Luis Chicharro y Fernando Bandrés de la Universidad Complutense de 

Madrid. Para ello, se cogieron 20 µL de plasma de ratón a los que se añadieron tres 

partes de acetonitrilo (ACN). Las proteínas se precipitaron por centrifugación y se 

recogieron 20 µL del sobrenadante. Con el fin de derivatizar la muestra se añadieron 

10 µL de carbonato sódico a una concentración de 100 mM y 10 µL de cloruro de 

benzoílo al 2% en ACN. Para parar la reacción se añadieron 50 µL de agua destilada 

y se procedió a desecar las muestras a 40ºC bajo una corriente de nitrógeno. Las 

muestras se reconstituyeron en formiato de amonio a una concentración de 10 mM 

y ACN en una relación 1:1 para su posterior análisis mediante espectroscopía de 

masas. 

3.2.6. Análisis de imágenes y cuantificación densitométrica 

3.2.6.1. Estudio de la expresión de AhR 

La visualización y la toma de microfotografías de la expresión de AhR, así como 

los estudios de colocalización con diferentes marcadores celulares, se realizó 
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mediante un microscopio confocal Zeiss LSM710 y el software ZEN 2009 (Carl Zeiss 

Microimaging GmbH).  

3.2.6.2. Análisis de astrocitos y microglía en hipocampo 

Para llevar a cabo la cuantificación tanto de astrocitos como de microglía se 

tomaron microfotografías mediante un microscopio confocal Zeiss a un objetivo de 

63x (134 μm x 134 μm). En total se tomaron 18 fotografías por animal, distribuidas 

en 3 secciones coronales de hipocampo (desde bregma -1 a -3). Se contaron como 

células positivas aquellas que tenían doble marcaje con el marcador nuclear 

TOPRO-3 y con GFAP, en el caso de los astrocitos, y con IBA-1, en el caso de la 

microglía. El análisis densitométrico de estas mismas fotografías se realizó 

mediante el software ImageJ tal y como se ha descrito previamente (Bravo-Ferrer et 

al. 2017).  

3.2.6.3. Contaje de placas de β-amiloide 

Para el análisis de las placas de β-amiloide en hipocampo se tomaron 

microfotografías mediante un microscopio confocal Zeiss a un objetivo de 20x (450 

μm x 450 μm). De cada animal se analizaron 7 secciones coronales de cerebro desde 

bregma -1 a -3, en cada una de las cuales se hizo un mapeo completo de uno de los 

dos hipocampos. El procesamiento de imágenes se realizó con el software ImageJ. 

En cada una de ellas se cuantificó el área total de marcaje positivo y el número de 

placas presentes, así como su tamaño medio. 

3.2.7. Imágenes de resonancia magnética 

Los estudios de imagen de resonancia magnética (IRM) se realizaron en el CAI 

de RMN y RSE de la UCM. 

3.2.7.1. Evaluación de los volúmenes de cerebro, corteza, ventrículos e 

hipocampo 

Los estudios de imagen de resonancia magnética para la evaluación 

volumétrica de las estructuras cerebrales se realizaron utilizando el equipo de IRM 

de sobremesa ICON-1T (Icon (1T-MRI); Bruker BioSpin GmbH). El sistema consiste 
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en un imán permanente de 1 Tesla con una bobina de gradientes que proporciona 

un gradiente máximo de 450 mT/m. Además, tanto el sistema de monitorización de 

las constantes vitales como la bobina de radiofrecuencia empleada (bobina 

solenoidal de cabeza de ratón de 2,3 cm de diámetro interno) están integrados en 

la cama-soporte del equipo lo que permite el posicionamiento preciso del animal 

en la bobina, pudiendo controlar tanto la anestesia (ritmo respiratorio) como la 

temperatura corporal. 

El estudio mediante IRM se centró en la evaluación del volumen de las distintas 

estructuras cerebrales mediante la obtención de imágenes potenciadas en T2 

(T2WI, T2-weighted imaging). Se adquirieron imágenes T2WI tridimensionales 

utilizando una secuencia eco de espín rápido (FSE, fast spin echo), con un tiempo 

de repetición (TR) = 2500 ms, longitud del tren de eco = 12, intervalo inter-eco = 19 

ms (resultando un tiempo de eco efectivo (TEEFECTIVO) = 95 ms), número de 

promedios = 1, campo de visión (FOV, field of view) = 18 × 18 × 14 mm3. El tamaño 

de la matriz adquirida fue de 120 × 120 × 128 (resolución 0.150 x 0.150 x 0.500 mm3) 

y el tiempo total de adquisición de ~ 8 minutos. Los datos de IRM se procesaron 

empleando el software libre ImageJ. 

3.2.7.2. Resonancia magnética con tensor de difusión (Diffusion tensor imaging; 

DTI) 

Los experimentos de DTI se llevaron a cabo en el equipo de IRM Bruker Biospec 

BMT 47/40 (Bruker Biospin). Este equipo posee un campo magnético de 4.7 Teslas 

y está equipado con un sistema de gradientes de campo magnético de 6 cm de 

diámetro interno capaz de alcanzar un gradiente de 450 mT/m. Para la realización 

de los experimentos se eliminó todo el exceso de paraformaldehído de la muestra 

y se introdujo en Fluorinert FC 40 (Sigma Aldrich) dentro de un soporte adecuado. 

La muestra se introdujo en una antena de radiofrecuencia de volumen de 3 cm de 

diámetro interno. Para la realización de los experimentos de DTI se empleó una 

secuencia de eco de espín (TR/TE= 3500/30 ms) y se adquirieron 2 imágenes sin 

potenciación de difusión y 12 direcciones de difusión diferentes con un factor b de 

1000 s/mm2. Para el cálculo de los mapas de la anisotropía fraccional se empleó el 

programa ParaVision 6.0.1 (Bruker Biospin) empleando la siguiente definición: 
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𝐹𝐴 =
ඥ3((𝜆ଵ − ⟨𝜆⟩)ଶ + (𝜆ଶ − ⟨𝜆⟩)ଶ + (𝜆ଷ − ⟨𝜆⟩)ଶ)

ට2൫𝜆ଵ
ଶ + 𝜆ଶ

ଶ + 𝜆ଷ
ଶ൯

 

 

donde 𝜆ଵ, 𝜆ଶ, y 𝜆ଷ corresponden a los autovalores del tensor 𝐷௜௝ definido como  

 

𝐴(𝑏) = 𝐴(0) × 𝑒𝑥𝑝ቌ−෍෍𝑏௜௝𝐷௜௝

ଷ

௝ୀଵ

ଷ

௜ୀଵ

ቍ 

 

donde 𝐴(𝑏) es la intensidad de la señal de la imagen potenciada en difusión, 𝐴(0) 

corresponde a la intensidad de la señal en ausencia de la potenciación de difusión 

y la matriz 𝑏௜௝ corresponde al factor b que mide la potenciación de difusión de las 

imágenes.  

Los mapas de FA se procesaron empleando el programa ImageJ. 

3.2.8. Obtención de muestras de plasma de humano 

Las muestras de plasma humano se obtuvieron de donantes sanos que 

proporcionaron por escrito un consentimiento informado. La sangre de estos 

donantes procede de los controles de un estudio en marcha aprobado por el 

Comité de Ética de Investigación Clínica del Hospital 12 de Octubre.  

3.2.9. Análisis estadístico 

Los datos se analizaron con el programa Prism 5.0 (GraphPad Software INC.). En 

todos los casos, de cada grupo comparativo se analizó su distribución mediante el 

test de Kolmogorov-Smirnov. En el caso de los grupos cuya distribución pasara la 

prueba de normalidad, las comparaciones se realizaron con test paramétricos; en el 

caso contrario, los test realizados fueron no paramétricos. En las comparaciones de 

dos grupos se realizó el test de t de Student como test paramétrico y el test de 

Mann-Whitney como test no paramétrico. Para las comparaciones de 3 o más 

grupos se utilizó el test de ANOVA de una vía, seguido de una prueba post-hoc de 
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Bonferroni para las comparaciones grupo a grupo. En los que se analizaron dos 

variables, el estudio estadístico se realizó mediante el test de ANOVA de dos vías, 

seguido también de una prueba post-hoc de Bonferroni para las comparaciones 

grupo a grupo.  
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4.1. Regulación de AhR por la edad 

4.1.1. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR en cerebro 

4.1.1.1 Efecto de la edad en la expresión de AhR en cerebro 

Con el propósito de determinar los posibles cambios asociados a la edad en la 

señalización por AhR, nuestro primer objetivo consistió en el estudio de la expresión 

de AhR en el cerebro en ratones jóvenes (2 meses de edad) y ratones envejecidos 

(24 meses de edad). Nos centramos en tres estructuras que, por su implicación en 

las capacidades cognitivas y motoras, consideramos de interés en el contexto del 

envejecimiento: corteza, hipocampo y estriado.  

El análisis de la expresión proteica se realizó mediante western blot. La 

cuantificación densitométrica de la banda de AhR (95 KDa) reveló que, tanto en 

corteza como en hipocampo, se produce una disminución de la expresión de AhR 

en los ratones envejecidos respecto a los jóvenes (Figura 4.1 B y C). Sin embargo, 

en el estriado, no se observaron diferencias con la edad (Figura 4.1 D). 

Para confirmar estos resultados, analizamos la expresión de AhR mediante 

inmunofluorescencia en secciones coronales de ratón. En la corteza, observamos 

una menor intensidad de marcaje en los animales envejecidos respecto a los 

animales jóvenes, principalmente en las capas más profundas (Figura 4.1 E). En 

hipocampo, los ratones de menor edad presentaron un fuerte marcaje para el 

receptor en el giro dentado. También se observó un claro marcaje en CA3 y algo 

más puntual en la región de CA1. Por el contrario, en las secciones de hipocampo 

de los ratones envejecidos apenas se detectó marcaje para AhR (Figura 4.1 F).  

Con la intención de determinar en qué tipo celular se expresa AhR tanto en los 

ratones jóvenes como en los envejecidos, se realizaron estudios de colocalización 

mediante microscopía confocal en corteza y en hipocampo. La 

inmunofluorescencia para AhR (en rojo) se combinó con distintos marcadores 

específicos para distintos tipos celulares que incluían NeuN (verde) como marcador 

de neuronas post-mitóticas, GFAP (azul como marcador de astrocitos, e IBA1 

(verde), marcador de microglía.  
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  Figura 4.1. Efecto de la edad en la expresión proteica de AhR en cerebro. (A) Panel 
representativo con los resultados obtenidos en la expresión proteica en corteza, hipocampo y 
estriado mediante western blot. (B-D) Cuantificación densitométrica de la expresión de AhR 
normalizado por los niveles de actina de cada muestra. La media se representa en la línea central 
± SEM. Datos analizados mediante t de student (n=5 por grupo, *p<0.05). (E) Imágenes 
representativas del marcaje para AhR en la corteza de animales jóvenes (izquierda) y 
envejecidos (derecha). (F) Imágenes representativas del marcaje para AhR en hipocampo dorsal. 
Barra de escala de 125 μm. 
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Figura 4.2. Localización celular de AhR en la corteza e hipocampo de animales jóvenes. 
Doble inmunofluorescencia de AhR (rojo) en combinación con el marcador neuronal NeuN 
(verde) (panel superior), con el marcador astrocitario GFAP (azul) (panel central) y con el 
marcador de microglía IBA1 (verde) (panel inferior) en corteza (A) e hipocampo (B). A la izquierda 
se muestra una ampliación con la proyección ortogonal. Barra de escala de 100 μm. Aumentos: 
100x100 μm. 
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. 

Figura 4.3. Localización celular de AhR en la corteza e hipocampo de animales 
envejecidos. Doble inmunofluorescencia de AhR (rojo) en combinación con el marcador 
neuronal NeuN (verde) (panel superior), con el marcador astrocitario GFAP (azul) (panel 
central) y con el marcador de microglía IBA1 (verde) (panel inferior) en corteza (A) e 
hipocampo (B). A la izquierda se muestra una ampliación con la proyección ortogonal. Barra 
de escala de 100 μm. Aumentos: 100x100 μm 
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En los ratones jóvenes, tanto en hipocampo como en corteza, AhR se localizó 

principalmente en neuronas (NeuN+) (Figuras 4.2). También pudimos detectar 

alguna colocalización puntual con células GFAP+ pero en ningún caso con células 

IBA1+. En la corteza de los animales de 24 meses, la inmunorreactividad para AhR 

también se localizó en las neuronas (Figura 4.3 A). En este grupo, no llegamos a 

detectar ninguna colocalización con astrocitos o microglía. En lo que respecta al 

hipocampo, apenas pudimos detectar marcaje para AhR en los animales 

envejecidos por lo que no pudimos confirmar colocalización con ningún tipo celular 

concreto (Figura 4.3B). 

4.1.1.2. Efecto de la edad en la expresión de ARNT en corteza e hipocampo 
 

Figura 4.4. Efecto de la edad en la expresión proteica de ARNT en corteza e hipocampo. 
Cuantificación densitométrica de la expresión proteica de ARNT en corteza (A) e hipocampo (B) 
en animales de 2 y 24 meses normalizado por los niveles de actina de cada muestra. Los paneles 
superiores muestran los resultados representativos obtenidos en el western blot. La media se 
representa en la línea central ± SEM. Datos analizados mediante t de student (n=5-6 por grupo, 
*p<0.05). 

Como se ha explicado en la introducción, AhR necesita dimerizar con ARNT 

para ejercer su función como factor de transcripción. Por esta razón, quisimos 

evaluar si los niveles de esta proteína variaban en función de la edad en aquellas 

estructuras en las que habíamos detectado una disminución del receptor en los 

animales envejecidos.  
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Mientras que en corteza no detectamos ninguna diferencia entre los ratones 

jóvenes y los ratones envejecidos (Figura 4.4 A), en hipocampo, el análisis 

densitométrico por western blot reveló que en los animales de 24 meses se produce 

un descenso de la expresión proteica de ARNT, tal y como ocurría con AhR (Figura 

4.4 B). 

4.1.1.3. Efecto de la edad en la función de AhR en cerebro 

Tras los cambios detectados a nivel de expresión, quisimos evaluar el nivel de 

funcionalidad de AhR como factor de transcripción en el cerebro. Con esta 

intención, nos planteamos un experimento de activación aguda del receptor en el 

que se inyectó i.p. a animales de 2 y 24 meses el agonista específico FICZ o el 

correspondiente vehículo (Figura 4.5. A). Doce horas más tarde, los animales fueron 

sacrificados para la extracción del ARNm total del cerebro completo y los niveles de 

Cyp1A1 y Cyp1B1, genes diana de AhR, se analizaron mediante RT-PCR. Estos dos 

genes fueron escogidos por su diferencia en el patrón de expresión: mientras que 

el primero es más inducible, el segundo se considera más constitutivo (Hakkola et 

al. 1997). 

A nivel basal, para el gen Cyp1A1, no encontramos diferencias de expresión 

entre los animales jóvenes y los animales envejecidos; sin embargo, los niveles de 

Cyp1B1 fueron significativamente mayores en los animales de 24 meses respecto a 

los animales jóvenes (Figuras 4.5 B). El tratamiento con FICZ, por su parte, produjo 

una inducción de 3 órdenes de magnitud en los niveles de Cyp1A1 en ambos 

grupos, sin diferencias significativas entre ellos (Figura 4.5 C). Los niveles de Cyp1B1 

también se incrementaron tras la activación aguda de AhR y, si bien el efecto no fue 

tan fuerte como en el caso anterior, el agonista duplicó los valores de expresión del 

gen. Al igual que en ausencia de tratamiento, se observó que la expresión de 

Cyp1B1 era mayor en los animales envejecidos (Figura 4.5 C). 
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Figura 4.5. Efecto de la edad en la expresión de los genes diana de AhR en cerebro en 
condiciones basales y tras activación aguda. (A) Representación esquemática del diseño 
experimental. (B) Análisis de los niveles cerebrales de ARNm de Cyp1A1 y Cyp1B1 en 
condiciones basales y (C) 12 horas tras la administración de FICZ. (D) Porcentaje de inducción 
tras activación aguda con FICZ respecto al grupo tratado con vehículo. Datos representados 
como media ± SEM. Datos analizados mediante t de student (n=3-5 por grupo, *p<0.05 vs 2 
meses). 
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Al representar los datos de los animales tratados con FICZ como porcentaje de 

inducción respecto al vehículo no se detectaron diferencias entre los animales de 

menor y de mayor edad en ninguno de los dos genes (Figura 4.5 D). Esto último 

sugiere que, a pesar de la disminución de la expresión de AhR en los animales 

envejecidos, la respuesta del receptor ante una activación aguda es similar entre los 

animales de 2 y de 24 meses. 

 

Por lo tanto, los datos mostrados indican que los niveles de expresión de Cyp1B1 

son mayores en los ratones de 24 meses respecto a los de 2 meses en el cerebro 

completo. Dado que las diferencias en la expresión de AhR se habían detectado en 

corteza e hipocampo, quisimos averiguar si este aumento se mantenía al analizar 

estas dos regiones por separado. Por esta razón, cuantificamos, mediante western 

blot, los niveles de proteína de Cyp1B1 tanto en corteza como en hipocampo de 

animales jóvenes y envejecidos en condiciones basales (Figura 4.6). En la corteza 

Figura 4.6. Efecto de la edad en la expresión proteica de Cyp1B1 en corteza e hipocampo. 
Cuantificación densitométrica de la expresión proteica de Cyp1B1 en corteza (A) e hipocampo 
(B) en animales de 2 y 24 meses normalizado por los niveles de actina de cada muestra. Los 
paneles superiores muestran los resultados representativos obtenidos en el western blot. La 
media se representa en la línea central ± SEM. Datos analizados mediante t de student (n=5-6 
por grupo, *p<0.05). 
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observamos un incremento significativo de los niveles de esta proteína en el grupo 

de más edad; sin embargo, en el hipocampo no encontramos diferencias entre 

ambos grupos. 

4.1.2. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR a nivel periférico 

4.1.2.1. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR a nivel periférico: 

hígado 

Como se ha descrito en la introducción, algunos de los ligandos de AhR pueden 

ser metabolizados tras la activación de éste con la subsiguiente transcripción de la 

batería de genes diana que codifican para enzimas metabolizadoras. Dada la 

importancia del hígado en el metabolismo del organismo, creímos interesante 

explorar los cambios asociados a la edad en la expresión y función de AhR en este 

órgano. 

Respecto a su expresión, el análisis mediante RT-PCR mostró una tendencia a 

un aumento de los niveles de ARNm de AhR en los animales envejecidos respecto 

a los animales jóvenes; no obstante, las diferencias no llegaron al nivel de 

significación estadística (Figura 4.7 A). Sin embargo, a nivel de proteína, sí se 

observó un aumento significativo en la expresión de AhR en los animales de 24 

meses respecto a los de 2 (Figura 4.7 B). 

Además del análisis de la expresión de AhR, decidimos determinar los niveles 

de sus genes diana. Los resultados fueron los mismos que los obtenidos 

previamente a nivel cerebral: mientras que en los niveles de Cyp1A1 no se 

detectaron diferencias entre ambos grupos, el análisis de la expresión de Cyp1B1 

reveló un aumento significativo de los niveles de ARNm del gen en los animales 

envejecidos respecto al grupo joven (Figura 4.7 C). 
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Por último, con la intención de evaluar la funcionalidad de AhR a nivel periférico, 

analizamos los niveles de los genes diana tras un tratamiento agudo con un 

agonista. Al igual que en cerebro, el experimento consistió en la inyección i.p. del 

agonista FICZ o de vehículo. El sacrificio de los animales se realizó 12 horas más 

tarde para la extracción de ARNm del hígado. Para el gen Cyp1A1, observamos 

Figura 4.7. Efecto de la edad en la expresión de AhR y de sus genes diana en hígado en 
condiciones basales y tras activación aguda. (A) Análisis de los niveles de ARNm de AhR en 
hígado. (B) Análisis de los niveles de proteínas de AhR. El panel superior muestra las imágenes 
representativas de la inmunodetección de AhR mediante western blot. En la gráfica inferior se 
representa el análisis densitométrico de AhR normalizado por los niveles de actina de cada 
muestra. (C) Análisis de los niveles de ARNm de Cyp1A1 y Cyp1B1 en condiciones basales. (D) 
Porcentaje de inducción de Cyp1A1 y Cyp1B1 tras 12 horas post-tratamiento con FICZ. La media 
se representa en la línea central ± SEM. Datos analizados mediante t de student (n=4-6 por 
grupo, *p<0.05). 
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importantes diferencias en el porcentaje de inducción respecto al vehículo: en los 

animales de 2 meses, los niveles tras el tratamiento se indujeron alrededor de un 

12.000%, y, en los animales de 22 meses, lo hicieron un 80.000% (Figura 4.7 D). Este 

aumento en los animales envejecidos del porcentaje de inducción tras el 

tratamiento con agonista podría sugerir que la mayor expresión proteica de AhR en 

hígado en este grupo de edad se acompaña de un incremento en la función 

transcripcional del receptor. Sin embargo, y a pesar de la diferencia encontrada en 

los niveles basales para Cyp1B1, no obtuvimos ninguna diferencia entre las dos 

edades en el porcentaje de inducción del gen tras la activación aguda (Figura 4.7 

D). Además, éste fue mucho menor que el observado en el gen Cyp1A1, siendo, 

tanto en los animales jóvenes como en envejecidos, en torno a un 500% (Figura 4.7 

D). Estos datos, junto a los obtenidos en cerebro, corroboran que, en nuestro 

modelo, la inducibilidad del gen Cyp1A1 por la activación aguda de AhR es mayor 

que la del gen Cyp1B1.  

Por otro lado, tanto a nivel periférico como a nivel del SNC, en ausencia de un 

estímulo agonista, la edad parece influir más en la expresión del Cyp1B1 que en los 

del Cyp1A1. Una razón que podría explicar estos cambios en los niveles basales de 

Cyp1B1 sería que con la edad se produjeran diferencias en los niveles de ligando de 

AhR y esto nos condujo a nuestro siguiente objetivo: el análisis de los niveles 

plasmáticos de agonistas del receptor.  

4.1.2.2. Efecto de la edad en los niveles circulantes de ligandos de AhR 

Para determinar posibles cambios en los niveles circulantes de ligandos de AhR 

asociados a la edad, se llevó a cabo un ensayo de actividad luciferasa acoplada a un 

promotor XRE (Roh et al. 2015). EL ensayo consistió en la transfección de células 

HepG2 con una construcción de ADN que codifica para la enzima luciferasa y que 

se encuentra bajo el promotor que contiene varios XRE, tal y como se describe en 

el apartado de Material y Métodos. Las células fueron después tratadas con plasma 

procedente de animales jóvenes y animales envejecidos para el posterior análisis de 
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 la actividad luciferasa inducida por éstos (Figura 4.8 A). Como se observa en la 

Figura 4.8 B, el tratamiento de las células transfectadas con el plasma de animales 

de 24 meses indujo un aumento de la actividad luciferasa en comparación a las 

células tratadas con plasma de animales 2 meses. Estos datos indican que la 

presencia de agonistas de AhR circulantes es mayor en los animales envejecidos 

que en los jóvenes. 

Figura 4.8. Efecto de la edad en los niveles plasmáticos de ligandos de AhR. La actividad 
agonista de AhR del plasma de los animales se determinó mediante un ensayo de luciferasa 
según el esquema representado en la figura A. (B) Análisis de los valores de actividad agonista 
del plasma. Los valores corresponden a la media de los duplicados de cada medida y están 
representados cómo % del control negativo. La media se representa en la línea central ± SEM. 
Datos analizados mediante t de student (n=7-8 por grupo, *p<0.05 vs 2 meses). 
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A continuación, decidimos analizar la relación entre los niveles de Cyp1B1 con 

la capacidad agonista de AhR en plasma, observando una correlación lineal positiva 

entre los niveles de expresión del gen en hígado y la actividad luciferasa (Figura 4.9 

C). Esta correlación apoya la implicación de la elevación de ligandos circulantes en 

el aumento de la expresión de Cyp1B1. Por el contrario, para los niveles de AhR y de 

Cyp1A1 en hígado no detectamos ningún tipo de correlación lineal con la actividad 

luciferasa en plasma (Figura 4.9 A y B). 

Tras el aumento observado en la actividad agonista de AhR en plasma en los 

animales envejecidos y, dada la importancia de la ruta de las kinureninas como 

fuente de ligandos endógenos de AhR (Denison and Nagy 2003), decidimos 

explorar de forma preliminar posibles cambios asociados al envejecimiento en 

varios productos de esta vía. Gracias a una colaboración con los profesores Luis 

Chicharro y Fernando Bandrés determinamos mediante espectroscopía de masas 

en el plasma de los animales la relación metabólica de varios mediadores de esta 

ruta: la L-kinurenina (L-Kyn), procedente del triptófano (trp), y del ácido quinurénico 

(KYNA), derivado a su vez de la L-Kyn (Figura 4.10). Como se mencionó en la 

introducción, tanto la L-Kyn como el KYNA, pueden actuar como agonistas de AhR.  

Aunque los datos son todavía preliminares debido al pequeño tamaño 

muestral, se observó un aumento significativo en la ratio L-Kyn/ Trp en los ratones 

envejecidos respecto a los jóvenes, lo que sugiere que con la edad se produce una 

Figura 4.9. Relación entre los niveles de AhR y de sus genes diana en hígado con la 
actividad agonista del plasma. Análisis de la correlación entre la actividad luciferasa en plasma 
y el gen AhR (A), el gen Cyp1A1 (B) y el gen Cyp1B1 (C) en hígado. Datos analizados mediante 
r de Pearson (n=6).  
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Figura 4.10. Niveles plasmáticos de Trp, L-Kyn y KYNA. Imágenes representativas del 
espectro de masas de L-Trp, L-Kyn y KYNA en el plasma de un ratón 2 meses de edad (A) y de 
24 meses (B). Análisis de las ratios de L-Kyn/ Trp (C) y KYNA/ L-Kyn (D). La media se representa 
en la línea central ± SEM. Datos analizados mediante t de student (n=3-4 por grupo, *p<0.05 vs 
joven). 
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mayor degradación del Trp hacia L-Kyn (Figura 4.10 C). La ratio KYNA/ L-Kyn, por 

su parte, no reveló diferencias significativas en función de la edad, aunque parece 

existir una tendencia al alza en los animales de mayor edad (Figura 4.10 D). Estos 

resultados sugieren que en el envejecimiento se produce un incremento del 

metabolismo del Trp por la ruta de las kinureninas que podría estar contribuyendo 

al aumento de la capacidad agonista de AhR del plasma de los animales 

envejecidos. 

4.1.2.2. Efecto de la edad en los niveles circulantes de ligandos de AhR en 

muestras de plasma humano 

Tras comprobar que en ratones la edad produce un aumento en los niveles 

circulantes de agonistas de AhR, en colaboración con el Instituto de Investigación 

12 de Octubre, hemos empezado a recoger muestras de plasma de voluntarios 

mayores (por encima de 65 años) sin ninguna patología identificada, así como de 

controles jóvenes (por debajo de 30 años) con el objetivo de determinar si en la 

edad afecta de la misma forma a los niveles plasmáticos de ligando de AhR en 

humanos. Dado que el tabaco es una fuente conocida de agonistas del receptor, 

todas las muestras proceden de personas no fumadoras. 

 

Figura 4.11. Efecto de la edad en los niveles plasmáticos de ligandos de AhR en humanos. 
La actividad agonista de AhR del plasma de muestras humanas se determinó mediante un 
ensayo de luciferasa. (A)  Datos de los tres ensayos independientes realizados con el plasma de 
muestras humanas de voluntarios de entre 24 y 28 años de edad (grupo joven) y de entre 72 y 
84 años de edad (grupo envejecido). (B) Datos representados como porcentaje respecto al valor 
del joven de cada ensayo.  
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Hasta el momento hemos realizado tres ensayos (Figura 4.11 A). Aunque los 

resultados son todavía preliminares, en los tres casos hemos podido comprobar 

que la actividad luciferasa del plasma procedente de voluntarios jóvenes es menor 

que en el plasma de voluntarios mayores, que presentaban una elevación respecto 

al plasma de los jóvenes de entre 1.2 y 2.4 veces (Figura 4.11 B).  

 

4.2. Papel de AhR en el envejecimiento fisiológico 

4.2.1. Perfil temporal de indicadores generales de envejecimiento en ratones 

AhR+/+ y AhR-/-  

Una vez establecido que los niveles de AhR, así como de sus ligandos, varían a 

lo largo de la edad, decidimos utilizar ratones nulos para AhR con la idea de 

examinar las posibles consecuencias de la ausencia del receptor en el 

envejecimiento. En este sentido, nuestro primer paso fue caracterizar el perfil 

temporal de la aparición de rasgos generales característicos del envejecimiento. 

 AhR+/+ AhR-/- 

 2 meses 
12 

meses 
16 

meses 
2 meses 

12 
meses 

16 
meses 

CIFOSIS 
0/15 
(0%) 

0/16 
(0%) 

5/28 
(17,9%) 

0/15 
(0%) 

5/15 
(33,3%) 

7/21 
(33,3%) 

POLAPSO RECTAL 
0/15 
(0%) 

0/16 
(0%) 

0/28 
(0%) 

0/15 
(0%) 

6/15 
(40%) 

3/21 
(14,3%) 

HIPERTROFIA 
CARDÍACA 

0/15 
(0%) 

0/16 
(0%) 

0/28 
(0%) 

0/15 
(0%) 

9/15 
(60%) 

9/21 
(42,9%) 

FIBROSIS HEPÁTICA 
0/15 
(0%) 

0/16 
(0%) 

2/28 
(7,2%) 

0/15 
(0%) 

8/15 
(53,3%) 

14/21 
(66,7%) 

ESPLENOMEGALIA 
0/15 
(0%) 

0/16 
(0%) 

3/28 
(10,7%) 

3/15 
(13,3%) 

11/15 
(73,3%) 

12/21 
(57,1%) 

TUMORES 
MACROSCÓPICOS 

0/15 
(0%) 

0/16 
(0%) 

0/28 
(0%) 

1/15 
(6,7%) 

1/15 
(6,7%) 

3/21 
(23,8%) 

MUERTES 
ESPONTÁNEAS 

0/81 
(0%) 

0/66 
(0%) 

2/50 
(4%) 

0/51 
(0%) 

4/36 
(11,1%) 

5/21 
(23,8%) 

 

Tabla 4.1. Curso temporal de la aparición de características fenotípicas asociadas al 
envejecimiento en ratones AhR+/+ y AhR-/-.  

 

 Entre las características fenotípicas más visibles del envejecimiento están la 

cifosis, una curvatura anormal de la columna vertebral, y el prolapso rectal, un 
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abultamiento del colon distal fuera del recto. A nivel de los órganos internos, el 

corazón, el bazo y el hígado adquieren, a lo largo de la edad, características 

apreciables a simple vista: el corazón y el bazo presentan un aumento considerable 

de su tamaño y el hígado adquiere una textura fibrosa (Jurk et al. 2014). Además, el 

desarrollo de tumores es otro rasgo frecuente del envejecimiento (Kõks et al. 2016).  

A lo largo de nuestro estudio, pudimos observar que en los ratones AhR-/-, todos 

estos rasgos aparecían antes y tenían una mayor incidencia (Tabla 4.1).  

Por último, el índice de supervivencia de los animales carentes del receptor fue 

menor, como se ve reflejado en el número de muertes espontáneas en el curso de 

los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral (Tabla 4.1). Por esta razón, la 

edad máxima analizada en los animales AhR-/- fue de 16 meses.  

La aparición temprana de todos estos rasgos fenotípicos en los ratones AhR-/- 

y su mayor mortalidad, junto con los cambios descritos previamente en la expresión 

de AhR en varias estructuras cerebrales, nos condujo a plantear nuestro siguiente 

objetivo, que fue el de examinar si la ausencia del receptor producía también una 

aceleración de los rasgos principales del envejecimiento cerebral. 

Figura 4.12. Imágenes de resonancia magnética de columna vertebral de ratón. Imágenes 
representativas de la columna vertebral de ratón joven (panel superior), de ratón envejecido 
(panel inferior izquierdo) y de ratón envejecido AhR-/- (panel superior derecho). 
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Figura 4.13. Efecto de la deleción de AhR en el volumen cerebral en animales envejecidos. 
(A) Imágenes representativas de resonancia magnética de 6 secciones coronales de cerebro de 
animales AhR+/+ y AhR-/- de 16 meses de edad. Cuantificación del análisis del volumen total de 
cerebro (B), de los ventrículos (C), de la corteza (D) y del hipocampo (E) en animales AhR+/+ y 
AhR-/-. La media se representa en la línea central ± SEM. Datos analizados mediante t de student 
(n=6-7 por grupo, *p<0.05).  
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4.2.2. Perfil temporal de indicadores específicos de envejecimiento cerebral en 

ratones AhR+/+ y AhR-/- 

4.2.2.1. Evaluación de los cambios volumétricos en cerebro de ratones AhR-/- y 

AhR-/- envejecidos 

A través de imágenes de resonancia magnética potenciadas en T2 

determinamos el volumen total del cerebro, el volumen ventricular, el volumen 

cortical y el volumen hipocampal en animales envejecidos (16 meses) tanto AhR+/+ 

como AhR-/-. Si bien a nivel total no detectamos diferencias entre ambos grupos 

(Figura 4.13 B), en los ventrículos encontramos una marcada tendencia a un 

aumento del volumen en los ratones AhR-/- en comparación con los AhR+/+ (Figura 

4.13  C). Los animales AhR-/- presentaban, además, un menor volumen de corteza 

cerebral (Figura 4.13 D). Sin embargo, a nivel del hipocampo no se produjo ningún 

cambio volumétrico dependiente del genotipo (Figura 4.13 E). 

Figura 4.14. Efecto de la deleción génica de AhR en el área de la corteza cerebral en 
animales envejecidos. Cuantificación del área cortical en secciones de cerebro con la tinción 
de Nissl a lo largo del eje rostro-caudal en animales AhR+/+ y AhR-/- de 16 meses. En el panel 
superior se muestran imágenes representativas de cada sección. /-. Datos representados como 
media± SEM. Datos analizados mediante ANOVA de dos factores (n=4 por grupo, *p<0.05). 
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Para confirmar los datos a nivel cortical, se cuantificó el área de la corteza en 

secciones de cerebro de animales AhR+/+ y AhR-/- mediante tinción de Nissl. Para 

detectar en qué parte del eje rostro-caudal se producían las mayores diferencias, se 

cuantificaron 5 secciones por cerebro (bregma +2, +1, 0, -1 y -2), confirmándose la 

disminución y detectándose además una mayor disminución en el área de corteza 

en los animales AhR-/- en las secciones más caudales (Figura 4.14). 

4.2.2.2. Evaluación de la integridad de la sustancia blanca en ratones AhR-/- y 

AhR-/- envejecidos  

Para determinar la integridad de la sustancia blanca realizamos estudios de DTI 

por resonancia magnética en cerebros ex vivo. Analizamos mediante esta técnica la 

fracción anisotrópica (FA), parámetro que proporciona un mapa 2D en escala de 

grises con intensidades comprendidas entre los valores 0 y 1. Estos valores 

describen el grado de anisotropía de un proceso de difusión, siendo próximos a 0 

cuando la difusión es isotrópica y acercándose a 1 cuando es anisotrópica (Assaf 

and Pasternak 2008).  

 

Figura 4.15. Efecto de la deleción de AhR en la integridad de la sustancia blanca en 
animales envejecidos. Cuantificación del análisis de la fracción de anisotropía en el cuerpo 
calloso (A) y en la comisura anterior (B) en animales AhR+/+ y AhR-/- de 16 meses de edad. La 
media se representa en la línea central ± SEM. Datos analizados mediante t de student (n=3-5 
por grupo).  
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A través de estos mapas obtuvimos los valores de la FA de los dos principales 

tractos de fibras que conectan los dos hemisferios cerebrales: el cuerpo calloso y la 

comisura anterior. Aunque no encontramos diferencias significativas entre los dos 

grupos, en el cuerpo calloso observamos una fuerte tendencia en los ratones AhR-

/- a un descenso de los valores en relación con sus controles AhR+/+ (Figura 4.15), lo 

que sugiere que la falta de AhR conduce a alteraciones en este haz de fibras en los 

animales envejecidos. 

4.2.2.3. Perfil temporal de déficits neurológicos asociados a la edad en ratones 

AhR-/- y AhR-/-  

Evaluación de los déficits asociados a la edad mediante test comportamentales 

Tras apreciar la aparición temprana de varios indicadores de envejecimiento en 

los animales AhR-/-, nos propusimos determinar si en estos ratones se producía un 

deterioro prematuro de las capacidades cognitivas y motoras. Para ello, realizamos 

primero una batería de test comportamentales para evaluar cuáles de ellos eran 

sensibles al deterioro asociado al envejecimiento.  

Como primera aproximación a la evaluación motora, realizamos el test de la 

huella, que permite estudiar la forma de caminar de los animales (Hernandez-

Jimenez et al. 2017). En este test, se pintan las patas de los animales para que dejen 

su huella en un papel, lo cual permite realizar un posterior análisis de sus pisadas. 

En nuestro caso, los parámetros que evaluamos fueron: la distancia entre las pisadas 

traseras y la distancia entre las pisadas delanteras. En el análisis de la distancia entre 

las pisadas de las patas delanteras detectamos una disminución de la misma en los 

animales envejecidos respecto a los animales jóvenes (Figura 4.16 B). Respecto a la 

distancia entre las pisadas de las patas traseras, aunque los datos no llegaron al 

nivel de significación (p=0.06), observamos una clara tendencia a la misma 

disminución (Figura 4.16 C). Estos datos demuestran que, en los animales de mayor 

edad, la distancia entre las pisadas es más corta, lo que indica que el test de la huella 

es sensible al deterioro motor producido por la edad. 

Además del análisis del patrón de marcha de los animales, también evaluamos 

la capacidad motora en una prueba de esfuerzo físico. Con este objetivo, realizamos 
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el test motor de la natación en el que se mide la velocidad de nado del ratón (Carter 

et al. 1999b). Este test consiste en un tanque de agua con una plataforma de escape 

visible en uno de los extremos. Situando al animal en el extremo opuesto, se evalúa 

el tiempo que el ratón emplea en llegar hasta la plataforma (ver apartado de 

Figura 4.16. Evaluación de la sensibilidad de varios test comportamentales a los déficits 
motores asociados a la edad. El patrón de la marcha se analizó mediante el test de la huella 
(A-C) y la velocidad de nado mediante el test motor de la natación (D y E). (A) Imágenes 
representativas del patrón de la marcha de un ratón de 2 meses (izquierda) y uno de 24 
(derecha). (B) Análisis de la distancia entre las pisadas de las patas delanteras (n=5-9 por grupo, 
*p<0.05). (C) Análisis de la distancia entre las pisadas de las patas traseras (n=5-9 por grupo, 
*p<0.05). (D) Representación esquemática del test motor de la natación (E) Cuantificación del 
tiempo empleado para realizar el recorrido en el test motor de natación (n=18-23 por grupo, 
*p<0.05). La media se representa en la línea central ± error estándar (SEM). Datos analizados 
mediante t de student. 
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Materiales y Métodos). Los ratones envejecidos tardaban más tiempo en realizar el 

recorrido que los animales jóvenes, por lo que concluimos que este test era válido 

para detectar el deterioro motor asociado al envejecimiento (Figura 4.16 D). 

Respecto a las capacidades cognitivas, nos propusimos evaluar la memoria de 

trabajo y la memoria espacial a corto plazo. Para evaluar la primera realizamos el 

test de alternancia espontánea en el laberinto en Y (Ver apartado de materiales y 

métodos). El porcentaje de alternancia espontánea del ratón se calcula en base al 

patrón de entrada a los distintos brazos del laberinto y refleja la memoria de trabajo 

espacial, puesto que el roedor tiende, de forma innata, a alternar las visitas entre los 

tres brazos lo que requiere mantener el registro de los brazos visitados 

recientemente (Miedel et al. 2017). Una mayor alternancia (expresada en porcentaje 

respecto al número de visitas totales a los brazos) indica un mejor rendimiento en 

el test. El número de entradas totales a los distintos brazos fue similar en ambos 

grupos, lo cual refleja que el comportamiento exploratorio en este test no varía a lo 

largo de la edad (Figura 4.17 B). Sin embargo, el porcentaje de alternancia 

espontánea, en los ratones de 24 meses fue significativamente menor que en los 

ratones de 2 meses (Figura 4.17 C), lo que indica que los animales envejecidos 

tienen una afectación de la memoria de trabajo que puede ser percibida a través de 

este test.  

Por último, para valorar la memoria a episódica escogimos el test de 

reconocimiento de objeto nuevo (Antunes and Biala 2012). Este test consiste en 

evaluar la capacidad del animal de distinguir un objeto nuevo de otro con el que se 

le había familiarizado previamente (24h antes) a través de dos medidas: el índice de 

reconocimiento y el índice de discriminación. El primero representa el tiempo que 

pasa el animal explorando el objeto nuevo relativo al tiempo que explora el objeto 

familiar. El índice de discriminación es el tiempo que el animal explora el objeto 

nuevo respecto al tiempo total de exploración. En ninguno de los dos índices 

detectamos diferencias entre los animales jóvenes y los envejecidos, lo que parece 

indicar que la capacidad de retención a las 24h no está alterada en los animales de 

mayor edad (Figura 4.17 D-F). 
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Perfil temporal de déficits motores asociados a la edad en ratones AhR+/+ y AhR-/- 

Figura 4.17. Evaluación de la sensibilidad de varios test comportamentales a los déficits 
cognitivos asociados a la edad. La memoria de trabajo se evaluó mediante el test de la 
alternancia espontánea en el laberinto en Y (A-C). La memoria episódica se evaluó mediante el 
test de reconocimiento de objeto nuevo (D-F). (A)  Esquema representativo del test de alternancia 
espontánea (B) Número de entradas totales a los brazos del laberinto en Y durante los 7 minutos 
de duración del test. (C) Porcentaje de alternancia espontánea en el laberinto en Y a tiempo final 
del test (7 minutos). (D) Esquema representativo del test de reconocimiento de objeto nuevo (E) 
Índice de reconocimiento del objeto nuevo. (F) Índice de discriminación entre objeto nuevo y 
objeto conocido. La media se representa en la línea central ± error estándar (SEM). Datos 
analizados mediante ANOVA de dos factores (n=9-23 por grupo, *p<0.05 vs AhR+/+, #p<0,05 vs 
12 meses). 
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Una vez establecido que tanto el test de la huella como el test motor de 

natación eran sensibles al declive motor que se produce en el envejecimiento, nos 

propusimos determinar si en los ratones AhR-/-  este declive aparecía a una edad 

más temprana, como ocurría en los indicadores generales de envejecimiento. Con 

este fin, decidimos evaluar ratones de 12 meses y de 16 meses tanto AhR+/+ como 

AhR-/-. 

En el test de la huella, tanto en la distancia entre las pisadas delanteras como 

en las traseras no observamos ninguna diferencia entre los ratones AhR+/+ de 12 y 

Figura 4.18. Efecto de la edad en la capacidad motora en animales AhR+/+ y animales AhR-

/-.  El patrón de la marcha se analizó mediante el test de la huella (A) y la velocidad de nado 
mediante el test motor de la natación (B). (A) Análisis de la distancia entre las pisadas de las 
patas delanteras (derecha) y traseras (izquierda). (B) Tiempo utilizado para realizar el recorrido 
en el test motor de natación. La media se representa en la línea central ± error estándar (SEM). 
Datos analizados mediante ANOVA de dos factores (n=7-12 por grupo, *p<0.05 vs AhR+/+, 
#p<0,05 vs 12 meses). 
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de 16 meses. Sin embargo, en los ratones AhR-/- sí detectamos una disminución en 

ambas distancias a los 16 meses respecto a los animales de 12 meses (Figura 4.18 

A). 

En el test motor de natación, en los ratones AhR+/+, tampoco obtuvimos 

diferencias asociadas a la edad en el tiempo empleado en alcanzar la plataforma. 

No obstante, en los ratones AhR-/-, al igual que en el test anterior, se observaron 

diferencias entre las dos edades, siendo el tiempo empleado por los animales de 16 

meses mayor que el que tardaron los ratones de 12 meses (Figura 4.18 B). 

Estos datos sugieren que la deficiencia de AhR conduce a una aceleración de 

los déficits motores asociados al envejecimiento. 

Perfil temporal de déficits cognitivos asociados a la edad en ratones AhR+/+ y AhR-/- 

En lo que concierne a la función cognitiva, decidimos evaluar la memoria de 

trabajo a través del test de alternancia espontánea en el laberinto en Y, puesto que 

era en este test en el que habíamos detectado un déficit asociado al envejecimiento. 

Al igual que en los test motores, en los ratones AhR+/+ no observamos un efecto 

dependiente de la edad en el porcentaje de alternancia espontánea, que sí 

detectamos en los ratones AhR-/-, reflejado en una reducción del porcentaje en los 

Figura 4.19. Efecto de la deleción génica de AhR en la función cognitiva en animales 
envejecidos. La memoria de trabajo se evaluó mediante el test de la alternancia espontánea en 
el laberinto en Y en animales AhR+/+ y AhR-/-  de 12 y 16 meses. A: número de entradas a brazo 
totales durante los 7 minutos de duración del test. B: porcentaje de alternancia espontánea a 
tiempo final del test (7 minutos). La media se representa en la línea central ± error estándar 
(SEM). Datos analizados mediante ANOVA de dos factores (n=14-33 por grupo, *p<0.05 vs 
AhR+/+, #p<0,05 vs 12 meses). 
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ratones de 16 meses respecto a los de 12 meses (Figura 4.19 B). El número de 

entradas totales a los distintos brazos fue similar en todos los grupos. 

Estos resultados parecen indicar que en los ratones carentes de AhR, el declive, 

tanto cognitivo como motor, asociado a la edad, aparece a una edad más temprana 

que en los ratones de fenotipo salvaje, lo que sugiere que AhR juega un papel en el 

envejecimiento. 

2.2.3. Perfil temporal del fenómeno de inflammaging en ratones AhR+/+ y AhR-/-  

4.2.3.1. Perfil temporal de los niveles de citoquinas circulantes en ratones 

AhR+/+ y AhR-/- 

Dadas las crecientes evidencias de la implicación de AhR en los procesos 

inflamatorios (Busbee et al. 2013), quisimos determinar si la pérdida de función del 

receptor podía tener consecuencias en los niveles de citoquinas plasmáticas a lo 

largo de la edad.  Al igual que con los test comportamentales, decidimos realizar 

una primera aproximación para averiguar en qué medida varían las citoquinas con 

la edad y cuáles de ellas lo hacen en nuestro modelo. Las citoquinas de las que se 

determinaron, mediante la técnica de CBA, las concentraciones circulantes fueron 

las siguientes: TNF-α, IL-6, IL-4, IFN-Ɣ, IL-17a, IL-2 e IL-10 (Figura 4.20). 

En todas las citoquinas proinflamatorias estudiadas (TNF-α, IL-6, IFN-Ɣ, IL-17a 

e IL-2) detectamos un efecto de la edad, siendo los niveles de las mismas más 

elevados en los animales de 22-24 meses que en los animales de 2 meses. Las 

mayores diferencias las encontramos en el TNF-α y en la IL-6. Respecto a las 

citoquinas antiinflamatorias (IL-4 e IL-10), sólo encontramos un aumento 

significativo de los niveles en los ratones de 24 meses en la IL-4. 

Esta elevación observada en las citoquinas proinflamatorias circulantes 

concuerda con lo descrito anteriormente en la bibliografía que se ha denominado 

fenómeno de inflammaging (Franceschi and Campisi 2014). 

Tras esta primera aproximación para conocer como varían las citoquinas en el 

envejecimiento en animales de fenotipo salvaje, pasamos a estudiar las 
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concentraciones de estos mismos mediadores inflamatorios en los ratones AhR-/-

(Figura 4.21). 

Al igual que sucedía en el caso anterior, los niveles más altos los detectamos en 

la IL-6 y en el TNF-α. Al analizar los datos obtenidos, en ambas citoquinas 

encontramos un efecto del genotipo en las concentraciones, que mostraron niveles 

más altos en los ratones AhR-/-. En el análisis posterior entre grupos, las diferencias 

Figura 4.20. Efecto de la edad en los niveles plasmáticos de citoquinas en animales AhR+/+

y animales AhR-/-. Las concentraciones proteicas de TNF-α, IL-6, IL-4, IFN-γ, IL-17a, IL-2 e IL-10 
en plasma de animales jóvenes y de animales envejecidos se determinaron mediante CBA. La 
media se representa en la línea central ± error estándar (SEM). Datos analizados mediante t de 
student (n=7-11 por grupo, *p<0.05 vs 2 meses). 
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Figura 4.21. Efecto de la edad en los niveles plasmáticos de citoquinas en animales 
AhR+/+ y animales AhR-/-. Las concentraciones proteicas de TNF-α, IL-6, IL-4, IFN-γ, IL-17a, 
IL-2 e IL-10 en plasma de animales AhR+/+  y AhR-/-  de 12 y 16 meses de edad se 
determinaron mediante CBA. La media se representa en la línea central ± error estándar 
(SEM). Datos analizados mediante ANOVA de dos factores (n=11-14 por grupo, *p<0.05 vs 
AhR+/+, #p<0,05 vs 12 meses). 
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observadas difirieron entre las dos citoquinas: mientras que en el TNF-α el aumento 

se detectó en los ratones AhR-/- de 16 meses respecto a su grupo control, en la IL-6 

fue entre los grupos de 12 meses donde se detectó un mayor efecto del genotipo. 

En lo que respecta a la IL-4, al igual que en la IL-10, se observó un efecto tanto 

del genotipo como de la edad. La falta de AhR se asoció a un aumento en las 

concentraciones plasmáticas de ambas citoquinas en los ratones de 16 meses. 

Además, en los ratones AhR-/-, se detectaron diferencias significativas entre ambos 

grupos de edad, siendo los niveles de IL-4 y de IL-10 mayores en los ratones de 16 

meses. 

Para la IL-17a, la edad produjo un aumento de los niveles únicamente en los 

ratones   AhR-/-. Para la IL-2, al igual que lo observado en los niveles de IL-6, la 

deleción génica de AhR produjo un aumento significativo de las concentraciones 

plasmáticas a los 16 meses. 

Por último, de todas las citoquinas analizadas, el IFN-Ɣ fue el único en el que no 

se observó efecto alguno en sus niveles circulantes ni de la edad ni del genotipo. 

4.2.3.2. Perfil temporal de los niveles de citoquinas cerebrales en ratones 

AhR+/+ y AhR-/- 

Una vez establecido que en los ratones AhR-/- la elevación en los niveles de 

citoquinas periféricas asociada a la edad aparecía antes que en los ratones AhR+/+, 

quisimos averiguar si a nivel del SNC sucedía lo mismo. Para ello, utilizamos la 

misma técnica que en el experimento anterior pero en extractos de proteína de 

cerebro completo (Figura 4.22). 

En IL-6, TNF-α e IL-2 encontramos un efecto de la edad en ambos genotipos, 

siendo los niveles de todas ellas significativamente más altos en el grupo de 16 

meses respecto al de 2 meses. En dos de ellas, IL-10 e IFN-Ɣ, la edad sólo afectó a 

los animales AhR-/-. En la IL-4, no se detectó ninguna diferencia ni debido a la edad 

ni debido al genotipo. Por último, los niveles de IL-17a se situaron por debajo del 

límite de sensibilidad de la técnica. 
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Figura 4.22. Efecto de la edad en los niveles cerebrales de citoquinas en animales AhR+/+ 
y animales AhR-/-. Las concentraciones proteicas de TNF-α, IL-6, IL-4, IFN-γ, IL-2 e IL-10 en 
cerebro de animales AhR+/+ y AhR-/-  de 12 y 16 meses de edad se determinaron mediante la 
técnica de CBA. La media se representa en la línea central ± error estándar (SEM). Datos 
analizados mediante ANOVA de dos factores (n=11-14 por grupo, *p<0.05 vs AhR+/+, #p<0,05 vs 
12 meses). 

Es importante destacar que, en todas las citoquinas evaluadas, las 

concentraciones rozaban el límite inferior de sensibilidad. Por lo tanto, esta técnica 

puede no ser la más adecuada para evaluar la neuroinflamación en nuestras 

condiciones. No obstante, los datos obtenidos indicaban que los niveles de 

citoquinas empezaban a elevarse a partir de los 16 meses. Por esta razón, quisimos 
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evaluar el estado inflamatorio del cerebro en animales AhR+/+ y AhR-/- a esa edad a 

través de otras aproximaciones. 

4.2.3.3. Evaluación de la reactividad glial en ratones AhR-/- y AhR-/- envejecidos 

Figura 4.23. Efecto de la deleción de AhR en las células astrocitarias de hipocampo en 
animales envejecidos. (A) Cuantificación del número de células GFAP+ en el hipocampo de 
animales AhR+/+ y AhR-/- de 16 meses. (B) Cuantificación de la densidad integrada media en 
estos mismos animales. (C) Normalización de la densidad integrada por el número de células. 
(D) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia para GFAP (rojo) en secciones 
coronales de hipocampo. La media se representa en la línea central ± error estándar (SEM). 
Datos analizados mediante t de student (n=4 por grupo, *p<0.05). Barra de escala de 25 μm. 
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La inflamación a nivel periférico puede afectar al SNC induciendo una respuesta 

por parte de los astrocitos y la microglía. Por esta razón, decidimos analizar el 

estado de estas células gliales en ratones envejecidos AhR+/+ y AhR-/-. Debido a los 

resultados obtenidos previamente en el test de la alternancia espontánea en el 

laberinto en Y, en el que detectamos un déficit asociado a la edad prematuro en los 

animales AhR-/-, para este estudio nos centramos en el hipocampo por su gran 

importancia en la memoria espacial.  

Para llevar a cabo el análisis de la astroglía, tomamos microfotografías en la 

región hipocampal de secciones coronales de ratón para cuantificar el número de 

células GFAP+, así como la densidad integrada de marcaje. En ninguno de estos dos 

parámetros detectamos diferencias significativas entre grupos (Figura 4.23 A y B). 

Sin embargo, al normalizar la densidad integrada de cada microfotografía por el 

número de células cuantificadas en la misma, observamos que los astrocitos de los 

ratones AhR-/- de 16 meses mostraban un mayor área e intensidad de marcaje por 

célula que los ratones AhR+/+ de su misma edad (Figura 4.23 C).  

El análisis de la microglía lo realizamos también en base al número de células 

por sección en la región hipocampal. Dicho análisis no reveló ninguna diferencia 

entre los ratones AhR+/+ y los AhR-/- (Figura 4.24). La cuantificación densitométrica 

se está llevando a cabo actualmente; sin embargo, los resultados preliminares 

Figura 4.24. Efecto de la deleción de AhR en las células microgliales de hipocampo en 
animales envejecidos. Cuantificación del número de células IBA1+ en el hipocampo de 
animales AhR+/+ y AhR-/- de 16 meses. 
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parecen indicar que la deleción de AhR tampoco produce ningún cambio en el área 

e intensidad de marcaje de las células IBA1+. 

El conjunto de datos obtenido sugiere que AhR está implicado en la regulación 

de la inflamación a lo largo de la edad tanto a nivel periférico como del SNC. 

4.2.4. Efecto de la activación crónica de AhR en el envejecimiento 

4.2.4.1. Efecto de la activación crónica de AhR en el desarrollo de déficits 

asociados a la edad 

La caracterización del envejecimiento en presencia y ausencia de AhR sugiere 

una función importante del receptor a lo largo de la edad. A continuación, nos 

propusimos evaluar el efecto que podría tener una sobreactivación del receptor en 

animales envejecidos. En la introducción se ha descrito la importancia de la dieta 

como fuente de ligandos exógenos de AhR. Por esta razón, quisimos evaluar el 

efecto que podía tener la presencia de xenobióticos agonistas de AhR en la dieta en 

los animales envejecidos. Con este fin, diseñamos una dieta a la que denominamos 

“dieta rica en xenobióticos, (DRX).  Al pienso molido de los ratones (Teklad global 

18% protein rodent diets, Envigo) añadimos los siguientes tres compuestos con 

capacidad agonista de AhR disueltos en aceite de maíz:  

 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) a una concentración de 50 

pg/kg de pienso (equivalente a una ingesta diaria aproximada de 6 pg/kg de 

m.c.) 

 2,2',4,4',6-Pentaclorobifenilo (PCB) a una concentración de 1,2 µg/kg de 

pienso (equivalente a una ingesta diaria aproximada de 150 ng/kg de m.c.)  

 Benzo[a]pireno (B(a)P) a una concentración de 100 ng/kg de pienso 

(equivalente a una ingesta diaria aproximada de 0,5 ng/kg de m.c.) 

En este punto, es importante hacer alusión a lo descrito en la introducción sobre 

las recomendaciones de la OMS acerca de la ingesta diaria tolerable de este tipo de 

compuestos. Según esta organización, la TDI recomendada para dioxinas y PCB es 

de 1-4 pg WHO-PCDD/F-PCB-TEQ/ kg de m.c. Las concentraciones de TCDD y PCB 

en la dieta rica en xenobióticos equivalían aproximadamente a 10,5 pg WHO-

PCDD/F-PCB-TEQ/ kg de m.c. Respecto al (B(a)P), la OMS no ha establecido una TDI, 

pero en 2006 el consumo diario medio era de 4 ng/kg de m.c. 
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Como dieta control usamos el pienso molido al que se añadió el mismo volumen 

de aceite de maíz que a la dieta rica en xenobióticos. 

Los animales empezaron a alimentarse con la dieta control o la dieta rica en 

xenobióticos con 22 meses de edad durante 6 semanas seguidas. A la sexta semana 

se les realizaron test comportamentales para evaluar las capacidades cognitivas y 

motoras.  

Para evaluar las primeras, realizamos de nuevo el test de alternancia en el 

laberinto en Y. El número total de visitas a los brazos fue similar para los animales 

alimentados con la dieta control y los alimentados con la dieta contaminada, lo que 

indica que el tipo de dieta no interfiere con la actividad de los ratones (Figura 4.25 

A). Tampoco observamos ningún efecto de la dieta en el porcentaje de alternancia 

Figura 4.25. Efecto de una dieta rica en xenobióticos en la capacidad cognitiva en animales 
envejecidos. Evaluación de la memoria de trabajo mediante el porcentaje de alternancia 
espontánea en el laberinto en Y en de animales de 24 meses alimentados con una dieta rica en 
xenobiítcos (DRX) o una dieta control (DC). (A) Diseño experimental. (B) Análisis del número de 
entradas a los brazos en el laberinto en Y. (C) Porcentaje de alternancia espontánea a tiempo 
final del test. La media se representa en la línea central ± SEM (n=8 por grupo). Datos 
representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías (n=8 por grupo, 
*p<0.05). 
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espontánea. Para evaluar la capacidad motora realizamos un test motor de natación 

en el que tampoco observamos diferencias significativas entre los dos grupos en el 

tiempo que tardaron los animales en realizar el recorrido (Figura 4.26). 

Con estos datos podemos concluir que la dieta rica en xenobióticos, en estas 

condiciones, no produce alteraciones funcionales en los ratones envejecidos. Una 

posible explicación para la falta de efecto es precisamente el hecho de haber 

utilizado ratones envejecidos, cuyos niveles de agonista circulantes son ya muy 

elevados, como sabemos por lo resultados previos. Por esta razón, decidimos 

utilizar esta misma aproximación para activar de forma crónica AhR pero en 

diferente contexto. 

 

4.3. Papel de AhR en un modelo patológico de envejecimiento: enfermedad de 

Alzheimer 

4.3.1. Efecto de la activación crónica de AhR en el desarrollo de déficits cognitivos 

en ratones APPNL-F 

Nuestros resultados previos sugieren que la señalización por AhR sufre cambios 

asociados a la edad y que su regulación es esencial en el envejecimiento fisiológico. 

Nuestro siguiente objetivo fue determinar qué podía ocurrir en un 

envejecimiento patológico, como en el caso de la enfermedad de Alzheimer. Para 

Figura 4.26. Efecto de una dieta rica en xenobióticos en la capacidad motora en animales 
envejecidos. Evaluación de velocidad de nado en el test motor de natación de animales de 24 
meses alimentados con una dieta rica en xenobioticos (DRX) o una dieta control (DC). (A) Diseño 
experimental. (B) Tiempo empleado en la realización del recorrido. La media se representa en la 
línea central ± SEM (n=8 por grupo).  
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llevar a cabo este estudio, utilizamos ratones APPNL-F, a los que se les ha insertado 

el gen humano para APP con dos mutaciones: la sueca “NF” y la ibérica “L”. 

Estos ratones empiezan a desarrollar placas de β-amiloide a partir de los 9 meses. 

Al principio estas placas se limitan a regiones concretas de corteza e hipocampo. 

Con el paso de los meses, las placas se van propagando a otras regiones 

subcorticales y los ratones empiezan a desarrollar déficits en la memoria de trabajo 

(Saito et al. 2014). Además, a partir de los 18 meses, se ha descrito que presentan 

alteraciones en la memoria de trabajo (Saito et al. 2014). 

Con el propósito de estudiar el posible efecto que una activación crónica de la 

señalización por AhR podía ejercer en el desarrollo de la formación de placas 

amiloides, realizamos el diseño experimental representado en la figura 4.27 A. Los 

ratones APPNL-F se alimentaron, a partir del mes y medio de edad, con una dieta 

control o una dieta enriquecida en xenobióticos. La composición de esta última 

dieta se detalla a continuación: 

 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) a una concentración de 25 

pg/kg de pienso  

 2,2',4,4',6-Pentaclorobifenilo (PCB) a una concentración de 1 µg/kg de 

pienso  

 Benzo[a]pireno (B(a)P) a una concentración de 30 ng/kg de pienso  

Tras 16 semanas de dieta, a los animales se les realizó una serie de test 

comportamentales para evaluar la memoria espacial y contextual, así como la 

memoria de trabajo. Para la valoración de la memoria a espacial, escogimos el test 

del laberinto en Y que evalúa la capacidad del ratón de distinguir un brazo del 

laberinto conocido de otro al que se le había impedido la entrada 24 horas antes 

(ver apartado de Materiales y Métodos). El test del contexto condicionado por 

miedo también evalúa la memoria espacial, pero se diferencia del anterior por la 

implicación del sistema límbico. En este test, se intenta que el ratón asocie un 

estímulo aversivo (en nuestro caso choque eléctrico) a un determinado contexto y, 

24 horas más tarde, se vuelve a situar al animal en el mismo contexto para medir, 

mediante su comportamiento, su grado de recuerdo (Ver apartado de materiales y  
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métodos). En ninguno de estos dos test observamos ninguna diferencia entre los 

ratones alimentados con la dieta control y los que lo habían sido con la dieta rica en 

xenobióticos (Figura 4.27 B y C), por lo que esta última no parecía haber ejercido 

ningún efecto en la memoria espacial.  

Figura 4.27. Efecto de una dieta rica en xenobióticos en la capacidad cognitiva en ratones 
APPNL-F. Evaluación de la memoria espacial y contextual en ratones APPNF-L alimentados con 
una dieta rica en contaminantes (DRX) o una dieta control (DC). (A) Diseño experimental. (B) 
Análisis del tiempo de exploración en el brazo cerrado en la fase de retención del laberinto en Y. 
(C) Análisis del tiempo de “freezing” en la fase de retención del test del contexto condicionado 
por miedo. Datos representados como media ± SEM y analizados mediante ANOVA de dos vías 
(n=8 por grupo, *p<0.05). 
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Para determinar posibles cambios asociados a la dieta en la memoria de trabajo, 

utilizamos el test de alternancia espontánea en el laberinto en Y, puesto que 

habíamos comprobado que, en nuestro contexto, este test era lo suficientemente  

sensible para detectar déficits en este tipo de memoria. Además, Saito y col. 

demostraron previamente que los ratones APPNF-L presentaban un menor 

porcentaje de alternancia espontánea en este test respecto a sus controles APPWT 

(Saito et al. 2014). El número de entradas a los brazos fue semejante en ambos 

grupos, sin embargo, el porcentaje de alternancia espontánea en el grupo de 

animales alimentados con la dieta rica en xenobióticos fue menor que en el grupo  

 

Figura 4.28. Efecto de una dieta rica en xenobióticos en la memoria de trabajo en ratones 
APPNL-F. (A) Diseño experimental. (B) Análisis del número de entradas a los brazos en el 
laberinto en Y. (C) Porcentaje de alternancia espontánea a tiempo final del test. La media se 
representa en la línea central ± SEM (n=8 por grupo). Datos representados como media ± SEM 
y analizados mediante ANOVA de dos vías (n=8 por grupo, *p<0.05). 
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control lo que indica que esta dieta tiene un efecto deletéreo en la memoria de 

trabajo de los animales APPNF-L (Figura 4.28 C).  

4.3.2. Efecto de la activación crónica de AhR en el desarrollo de placas amiloides 

en ratones APPNL-F 

Tras las diferencias detectadas en la memoria de trabajo entre las dos dietas, 

procedimos al análisis de las placas β-amiloide por inmunofluorescencia en 

secciones coronales de cerebro. En ambos grupos detectamos placas de β-amiloide 

en el hipocampo. Sin embargo, la cantidad y el tamaño de las mismas difería entre 

las dos dietas. En el grupo de ratones de la dieta rica en xenobióticos había una 

mayor área de marcaje para Aβ, un mayor número de placas amiloides y éstas eran 

de un tamaño medio mayor (Figura 4.29 A-C). 

En ambos grupos de animales, las placas se encontraron principalmente en la 

región de CA1, aunque en los animales de la dieta rica en xenobióticos se 

encontraron algunas placas dispersas en la región del giro dentado y en CA2/3. 

Por último, nos preguntamos si existía algún tipo de relación entre el grado de 

activación de AhR y la aparición de placas amiloides. Dado que anteriormente 

habíamos comprobado que existe una correlación positiva entre los niveles de 

ligando de AhR circulantes y la expresión de Cyp1B1 en hígado, decidimos analizar 

los niveles de este gen, así como del gen Cyp1A1 y del propio AhR. En el caso de 

AhR, no se encontró relación alguna entre sus niveles hepáticos y los 3 parámetros 

de análisis de las placas (área de Aβ por corte, número de placas por corte y tamaño 

medio de placa), como tampoco en el caso de Cyp1A1 (Figura 4.30 A y B). Respecto 

al gen Cyp1B1, detectamos una correlación lineal entre su expresión en hígado con 

el área de marcaje de Aβ y con el número de placas, pero no con el tamaño medio 

de las mismas (Figura 4.30 C). 

Figura 4.29. Efecto de una dieta rica en xenobióticos en la aparición de placas amiloides 
en ratones APPNL-F en hipocampo. (A) Cuantificación del área positiva para el marcaje Aβ
normalizado por el número de cortes analizados (B) Cuantificación del número de placas 
amiloides normalizado por el número de cortes analizados. (C) Análisis del tamaño medio de 
placa. La media se representa en la línea central ± SEM. Datos analizados mediante t de student 
(n=8 por grupo, *p<0.05). (D) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia para Aβ (azul) 
en secciones coronales de hipocampo en animales alimentados con la dieta control y en 
animales alimentados con la dieta rica en xenobióticos. Barra de escala de 500 μm.  
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Figura 4.30. Relación entre los niveles de AhR, Cyp1A1 y Cyp1B1 en hígado y la aparición 
de placas amiloides en hipocampo en los animales alimentados con una dieta rica en 
xenobióticos. Correlación lineal entre los niveles de ARNm de AhR (A), Cyp1A1 (B) y Cyp1B1 
(C) en hígado y el área de marcaje para Aβ por corte, el número de placas por corte y el tamaño 
medio de placa en hipocampo. Los círculos corresponden a los datos de los animales 
alimentados con la dieta rica en xenobióticos. Datos analizados mediante r de Pearson (n=4).  
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El papel de AhR en el SNC ha sido estudiado por diversos grupos en distintos 

contextos patológicos como la isquemia cerebral y la encefalitis autoinmune 

experimental (Cuartero et al. 2014; Rothhammer et al. 2016). Por otro lado, también 

hay evidencias de la implicación del receptor en diferentes fenómenos asociados al 

envejecimiento como el agotamiento de células madre hematopoyéticas y la 

pérdida de función vascular que acontece con la edad (Singh et al. 2013; Eckers et 

al. 2016). Sin embargo, hasta la fecha, no existen estudios que examinen la función 

de AhR en el envejecimiento cerebral.  

 

5.1. Regulación de AhR por la edad 

5.1.1. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR en cerebro 

5.1.1.1. Efecto de la edad en la expresión de AhR en cerebro 

Los resultados presentados en esta Tesis doctoral muestran, por primera vez, 

que en el envejecimiento se producen cambios en los niveles de expresión de AhR 

en el cerebro. Hemos detectado que, con la edad, se produce una disminución de 

la expresión proteica del receptor que afecta al hipocampo y a la corteza, pero no 

al estriado. Estudios previos ya habían puesto de manifiesto que AhR se expresa en 

diferentes estructuras del cerebro adulto, como corteza, hipocampo, hipotálamo y 

cerebelo (Petersen et al. 2000). No obstante, estos estudios se habían realizado sólo 

en adultos jóvenes. Recientemente, se ha publicado un estudio espacio-temporal 

de la expresión de AhR en cerebro de ratones desde etapas prenatales hasta los 12 

meses de edad (Kimura and Tohyama 2017). A través de la técnica de hibridación in 

situ, han podido detectar ARNm del receptor en bulbo olfatorio, cerebelo, 

hipocampo y corteza (estructura que mostró los niveles más altos de expresión) en 

todas las etapas estudiadas. Aunque el objetivo de los autores no es tanto detectar 

las variaciones a lo largo de la edad como las variaciones entre la etapa embrionaria 

y la postnatal, el estudio resalta la especificidad y potencial importancia del patrón 

espacial en la expresión de AhR.  Nuestros datos también sugieren una estrecha 

regulación a nivel regional puesto que la edad no afecta del mismo modo a la 

expresión en las diferentes estructuras analizadas.  
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Respecto a la expresión de AhR a lo largo de la edad, hasta la fecha sólo existe 

un trabajo centrado en una estructura del SNC, que es el epitelio pigmentario de la 

retina (RPE, por sus siglas en inglés) (Hu et al. 2013). En este estudio sí se describe 

cómo decae la expresión de AhR en el envejecimiento en las células del RPE. Por lo 

tanto, todo parece indicar que en aquellas estructuras del SNC en las que cambia la 

expresión de AhR a lo largo de la edad, este cambio se traduce en una disminución 

de los niveles del receptor. 

A través de los estudios de colocalización con inmunohistoquímica detectamos 

que la localización de AhR era principalmente neuronal, como ya habíamos descrito 

previamente en nuestro grupo (Cuartero et al. 2014). En el trabajo de Cuartero y 

colaboradores, cuyo objeto de estudio fue el papel de AhR en un modelo de 

isquemia experimental, se describió la localización del receptor en cerebro, 

mayoritariamente en neuronas, tanto en animales isquémicos como en animales 

sham.  

En los ratones jóvenes, encontramos también alguna colocalización puntual 

con astrocitos tanto en corteza como en hipocampo. Sin embargo, en los ratones 

de 24 meses la presencia del receptor sólo se detectó en neuronas. La ausencia de 

colocalizaciones con células GFAP+ podría deberse a una ausencia de AhR en este 

tipo celular en los animales envejecidos. Sin embargo, también cabe la posibilidad 

de que el marcaje con inmunohistoquímica no sea lo suficientemente sensible para 

detectar la expresión cuando ésta es muy baja.  La presencia de AhR en astrocitos 

se ha descrito en varios estudios (Filbrandt et al. 2004; Rothhammer et al. 2016). 

Respecto a las células microgliales, trabajos previos han observado expresión de 

AhR en este tipo celular ante estímulos inflamatorios (Rothhammer et al. 2018; Lee 

et al. 2015; Buttgereit et al. 2016). Sin embargo, nosotros no observamos presencia 

alguna del receptor en estas células. Esta aparente discrepancia podría deberse a 

que la expresión de AhR en este tipo celular sea dependiente de la presencia de un 

estímulo dañino agudo y que, en ausencia de dicho estímulo, los niveles del 

receptor sean mínimos.  
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En definitiva, demostramos que la expresión de AhR, cuya localización es 

principalmente neuronal, disminuye de forma notable en regiones concretas de 

cerebro de ratón. 

En su función como factor de transcripción, AhR forma un heterodímero con 

ARNT. Por lo tanto, además de la expresión de AhR en cerebro a distintas edades, 

en esta Tesis Doctoral también se ha estudiado el efecto de la edad en la expresión 

de su “compañero” transcripcional. Las estructuras analizadas a este respecto 

fueron la corteza y el hipocampo y los resultados obtenidos fueron diferentes en 

cada una de ellas. Mientras que en la corteza cerebral no encontramos diferencias 

entre los ratones de 2 y 24 meses, en el hipocampo detectamos una disminución de 

la expresión de esta proteína en los animales envejecidos. La diferencia encontrada 

entre ambas estructuras nos llamó la atención y vuelve a ser un indicativo de la alta 

regulación a nivel local de la vía de señalización de AhR.  

Dado el relevante papel que ARNT tiene en la función de AhR, los cambios 

asociados a la edad en sus niveles de expresión podrían facilitar ciertas pistas sobre 

el grado de funcionalidad del receptor. Como se ha explicado antes, la formación 

del dímero AhR-ARNT es esencial para que el receptor pueda ejercer su función 

como factor de transcripción. Sin embargo, respecto a la función E3 ubiquitina 

ligasa de AhR, queda por esclarecer la posible participación de ARNT. Lo que sí se 

sabe es que, al actuar como ubiquitina ligasa, AhR se asocia a una serie de proteínas 

para formar un complejo funcional (complejo CUL4BAhR). Cuando se describió por 

primera vez esta función del receptor, se identificaron por co-inmunoprecipitación 

las proteínas que formaban parte de dicho complejo, entre las que se encontraba 

ARNT (Ohtake et al. 2007). Sin embargo, un estudio posterior publicó que la 

degradación del receptor de estrógenos por parte del complejo CUL4BAhR es 

independiente de ARNT y que, de hecho, cuando la disponibilidad de esta proteína 

es menor, la función de AhR como E3 ligasa se potencia (Luecke-Johansson et al. 

2017). Por lo tanto, las diferencias en los cambios asociados a la edad entre la 

corteza y el hipocampo en la expresión de ARNT podrían indicar que la función 

predominante que ejerce AhR en cada estructura es diferente. En cualquier caso, 
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nuestros datos sugieren que, independientemente del mecanismo, los cambios de 

expresión de AhR podrían afectar su función en las edades más avanzadas. 

5.1.1.2. Efecto de la edad en la función transcripcional de AhR en cerebro 

Para el análisis de la función transcripcional de AhR en cerebro, decidimos 

determinar los niveles de dos de sus genes diana: Cyp1A1 y Cyp1B1.  

Inicialmente, los experimentos se realizaron con ARNm procedente de 

extractos de cerebro completo, tanto a nivel basal como tras activación aguda de 

AhR. En primer lugar, es importante señalar que nuestros resultados confirman lo 

descrito previamente en la literatura sobre la naturaleza principalmente inducible 

del gen Cyp1A1 frente al carácter más constitutivo del gen Cyp1B1 (Hakkola et al. 

1997; Kerzee and Ramos 2001). Nuestros datos muestran que, en condiciones 

basales, los niveles de expresión de Cyp1B1 en cerebro son diez veces más altos en 

cerebro que los niveles de Cyp1A1, pero que, tras la activación aguda de AhR, la 

inducción de la expresión de Cyp1A1 es diez veces mayor que la de Cyp1B1.  

Respecto al efecto de la edad, en los niveles basales de Cyp1A1 no encontramos 

ninguna diferencia entre los animales de 2 meses y los de 24. Dado que la expresión 

constitutiva de este gen es mínima (Nebert et al. 2004), no resulta extraño que las 

diferencias en la expresión de AhR por la edad no tengan efecto alguno en los 

niveles basales de esta enzima. Sin embargo, en los niveles de Cyp1B1, cuya 

expresión constitutiva es más alta, sí encontramos diferencias entre los ratones 

jóvenes y los ratones de mayor edad, siendo más altos en estos últimos. Además, 

tras la activación aguda de AhR, no observamos diferencias en el porcentaje de 

inducción entre las dos edades en ninguno de los dos genes. Estos resultados nos 

llamaron la atención puesto que, tanto en corteza como en hipocampo, habíamos 

detectado un descenso en los niveles proteicos de AhR.  

La relación entre los niveles de AhR y estos dos genes diana ha sido 

previamente estudiada en linfocitos humanos (Lin, Hu, and Chang 2003), donde se 

ha podido comprobar que los niveles de AhR se correlacionan con la expresión 

basal de Cyp1B1, así como con la inducción de Cyp1A1 tras activación del receptor. 

La aparente discrepancia en nuestros datos entre los niveles de AhR y los niveles de 



DISCUSIÓN 

144 
 

sus genes diana podría radicar en el hecho de que, al realizar el experimento con 

cerebro completo, la contribución del AhR presente en corteza e hipocampo quede 

diluida con el resto de estructuras cerebrales. Sin embargo, esto parece poco 

probable dado que la corteza es la estructura predominante en los extractos de 

cerebro completo. De hecho, al evaluar los niveles proteicos de Cyp1B1 a nivel basal 

en corteza obtuvimos el mismo resultado que en los extractos de cerebro completo: 

un aumento en la expresión en los ratones envejecidos.  

El conjunto de estos datos sugiere, por lo tanto, que el descenso de los niveles 

de AhR en los animales envejecidos no está acompañado de una reducción en su 

función transcripcional, al menos en los genes diana estudiados, ni en condiciones 

basales ni tras su activación tras un estímulo agudo. 

Por otro lado, en el hipocampo, los niveles basales de Cyp1B1 no mostraron 

cambios a lo largo de la edad. Las diferencias entre los cambios asociados a la edad 

en esta estructura y la corteza vuelven a poner de relieve la estrecha regulación a 

nivel local que se da en la señalización de AhR en cerebro. En este sentido, es 

importante recordar los niveles de expresión de ARNT. En corteza, estos niveles se 

mantienen a lo largo de la edad mientras que los de Cyp1B1 aumentan, y, en el 

hipocampo, es la expresión de Cyp1B1 la que se mantiene constante mientras que 

la de ARNT disminuye. Con estos resultados parece probable que, en cerebro, la 

cantidad disponible de ARNT sea decisiva en los niveles de expresión constitutiva 

de Cyp1B1. 

En cualquier caso, un factor adicional a tener en cuenta es que AhR es un factor 

de transcripción activado por ligando, por lo que los niveles de sus agonistas son 

determinantes su actividad transcripcional de AhR por ligando. Este tema se 

abordará más adelante en la discusión. 

Por otra parte, existen otros factores importantes en la regulación de la 

expresión de Cyp1B1, como son los niveles de citoquinas. Se ha demostrado que, 

en ciertos casos, citoquinas proinflamatorias pueden inducir la expresión de este 

gen (Šmerdová et al. 2014; Patel et al. 2014). Como se mencionó en la introducción, 

los niveles de citoquinas aumentan con la edad por el fenómeno conocido como 
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inflammaging tanto en el SNC como a nivel periférico (Michaud et al. 2013; 

Sparkman and Johnson 2008). Por lo tanto, no podemos descartar que el 

incremento en los niveles de estos mediadores inflamatorios en los animales 

envejecidos contribuya al aumento en la expresión de Cyp1B1.  

5.1.2. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR a nivel periférico 

5.1.2.1. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR en el hígado 

Cuando se activa la función transcripcional de AhR induciendo la expresión de 

varios miembros de la familia del citocromo P450, el receptor está actuando como 

un sensor de los xenobióticos y desencadenando una respuesta celular que, en 

último término, conduce al metabolismo de los compuestos que lo han activado 

(Barouki, Coumoul, and Fernandez-Salguero 2007). En este sentido, AhR está 

desarrollando una función de detoxificación y el órgano detoxificador por 

excelencia es el hígado. Por esta razón, decidimos evaluar el posible efecto de la 

edad en la señalización de AhR en este órgano.  

Contrariamente a lo observado en cerebro, al analizar la expresión de proteína 

de AhR en el hígado detectamos que la edad producía, en este órgano, un aumento 

en los niveles del receptor. Además, pese a observar un incremento a nivel de 

proteína, no encontramos diferencias significativas en el análisis de la expresión de 

ARNm entre los ratones de 2 meses y los de 24, aunque sí se detectó una tendencia 

al alza en los animales de mayor edad. Esta aparente discordancia entre niveles de 

ARNm y proteína podría deberse a diferentes motivos. Por un lado, se ha descrito 

en distintos tejidos que la expresión de AhR puede inducirse en condiciones de 

alteración homeostática y/o daño tisular, como es la inflamación (Tanaka et al. 2005; 

Champion et al. 2013) o excitotoxicidad (Cuartero et al. 2014). También se ha 

demostrado que AhR es degradado vía proteosoma una vez ha realizado su acción 

al activarse por un ligando exógeno (Ma and Baldwin 2000; Davarinos and Pollenz 

1999). Sin embargo, poco se conoce sobre la regulación de su expresión en 

condiciones basales, sin un estímulo que active su ruta de señalización, más allá de 

los cambios que pudieran producirse en los posibles ligandos endógenos. Es 

posible, por lo tanto, que la tasa de reposición en ausencia de un estímulo agudo 
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sea más lenta, de forma que se degrade menos proteína y se requiera menos 

expresión de mensajero. Otra posibilidad que no puede descartarse es que el 

declive funcional que sufre el proteosoma con la edad (Saez and Vilchez 2014) esté 

provocando una acumulación de AhR por una ausencia de su degradación en 

hígado. 

Curiosamente, a pesar de las diferencias en los niveles de AhR entre los cambios 

asociados a la edad en cerebro y en hígado, en lo que concierne a la expresión de 

los genes diana, en condiciones basales, los resultados fueron los mismos que en 

cerebro. En los niveles de Cyp1A1 no observamos diferencias entre los animales 

jóvenes y los animales envejecidos, mientras que en los de Cyp1B1 se produce un 

incremento de la expresión con la edad. Tras la activación aguda del receptor por 

inyección del agonista FICZ, el porcentaje de inducción de Cyp1A1 fue mucho 

mayor en los animales de 24 meses que en los de 2; sin embargo, en los niveles de 

Cyp1B1 fue similar en los dos grupos. 

El hecho de que, en condiciones basales, la expresión de Cyp1B1, el gen con 

carácter más constitutivo, sea mayor en el grupo de 24 meses y que, tras la 

activación de AhR, el porcentaje de inducción de Cyp1A1, el gen más inducible de 

los dos, sea también mayor en los animales envejecidos, apoya la idea de que, en el 

hígado, a diferencia de lo que ocurre en cerebro, los niveles proteicos de AhR tienen 

una alta relación con su función transcripcional.  

Como se ha mencionado anteriormente, se ha demostrado que la expresión 

constitutiva de Cyp1B1 se regula a través de AhR (Yang et al. 2008). Sería posible 

que el receptor pudiera activarse de forma espontánea; no obstante, son 

numerosas las evidencias que apuntan a que la presencia de ligando agonista es 

esencial para desencadenar la señalización de AhR (Esser, Rannug, and Stockinger 

2009). Por lo tanto, lo más probable es que, en ausencia de un estímulo exógeno, la 

activación de AhR sea a través de los propios ligandos endógenos.  

5.1.2.2. Efecto de la edad en los niveles circulantes de ligandos agonistas de AhR 

Nuestros resultados ponen de manifiesto por primera vez que, durante el 

envejecimiento, se produce un incremento de los niveles plasmáticos de ligandos 
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agonistas de AhR.  Además, hemos establecido una correlación positiva entre los 

niveles de Cyp1B1 en el hígado en condiciones basales y los niveles plasmáticos de 

dichos ligandos en plasma. Este hecho apoya la idea de que la expresión 

constitutiva de Cyp1B1 está regulada por AhR y refuerza la hipótesis de su 

implicación en el envejecimiento. 

En humanos, se ha descrito previamente un aumento en los niveles plasmáticos 

de ligandos de AhR en contextos patológicos como la diabetes tipo II (Roh et al. 

2015). Además, estos niveles se han asociado con diferentes parámetros del 

síndrome metabólico y de disfunción mitocondrial (Wook‐Ha et al. 2013). Los 

ligandos de AhR también se han estudiado en pacientes de esclerosis múltiple, en 

los cuales se ha visto un descenso de las concentraciones plasmáticas en las fases 

remitentes de la enfermedad, pero un aumento de las mismas durante los brotes 

en comparación con controles sanos (Rothhammer et al. 2017).  

En la señalización por AhR, el tipo de ligando agonista que estimula al receptor 

tiene una importancia capital (Sorg 2014). En el contexto de la inflamación, se ha 

demostrado que las funciones de AhR pueden llegar a ser opuestas dependiendo 

del agonista que lo active (Quintana 2013). Por ejemplo, en la EAE se ha descrito 

que la activación de AhR por TCDD induce la expansión de linfocitos T reguladores 

y mejora la sintomatología. Sin embargo, la estimulación del receptor con el 

agonista FICZ interfiere en el desarrollo de estas mismas células y provoca un 

empeoramiento de los síntomas de la EAE (Quintana et al. 2008). 

En este sentido, la metodología utilizada para detectar la actividad agonista del 

plasma en nuestro estudio es importante. Al haberlo realizado a través de un ensayo 

de luciferasa, nuestros resultados reflejan el conjunto final de todas aquellas 

moléculas capaces de activar la acción transcripcional de AhR, independientemente 

de su estructura u origen. La ventaja de esta técnica es que consigue detectar el 

nivel de activación real al que está sometido AhR a nivel sistémico y que se haría 

patente en órganos altamente irrigados, como es el hígado. Sin embargo, este 

ensayo no nos permite diferenciar el tipo de molécula cuyos niveles están 

aumentados en los animales envejecidos.  
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El origen de los ligandos de AhR puede ser diverso. Es fácil imaginar que, hoy 

en día, la exposición mayoritaria a agonistas de AhR sea por xenobióticos derivados 

de la contaminación. Sin embargo, dadas las condiciones de mantenimiento de 

nuestros ratones, parece poco probable que sus agonistas plasmáticos provengan 

de la contaminación ambiental. Por lo tanto, otro posible origen de ligandos de AhR 

es a través del metabolismo de compuestos provenientes de la dieta, 

principalmente del triptófano cuya degradación, tanto por la vía de las kinureninas 

como por la de los índoles, da lugar a varios agonistas del receptor (Park et al. 2015). 

El metabolismo de los compuestos provenientes de la dieta está estrechamente 

ligado a la flora intestinal (Lee et al. 2017) y los cambios que se producen en ella a 

lo largo de la edad han sido ampliamente descritos (Buford 2017). A este respecto, 

en 2013 se publicó un estudio metagenómico sobre el perfil del microbioma 

intestinal en personas centenarias que puso de manifiesto que la edad produce un 

incremento en los genes relacionados con el metabolismo de ciertos aminoácidos, 

siendo los del triptófano los que más aumentaban (Rampelli et al. 2013).  Estas 

evidencias sugieren que el aumento de los niveles plasmáticos de agonistas de AhR 

con el envejecimiento proceden, al menos en parte, del metabolismo del triptófano 

por la microbiota. Uno de los ligandos endógenos que más relevancia está 

cobrando en los últimos tiempos es  uno de estos metabolitos del triptófano, la L-

kinurenina (Nguyen et al. 2014; Moyer et al. 2016; Zelante et al. 2013; Campesato et 

al. 2018).  

Por esta razón, decidimos estudiar la ruta de las kinureninas en el plasma de los 

ratones jóvenes y en el de los ratones envejecidos. Aunque los resultados son 

todavía preliminares, todo parece confirmar que, en efecto, la edad provoca un 

incremento del metabolismo del triptófano a través de esta ruta, aumentando los 

niveles de sus intermediarios. 

Se ha observado que los niveles de L-kinurenina se elevan en condiciones de 

inflamación (Campbell et al. 2014). En pacientes de esclerosis lateral amiotrófica se 

ha descrito un incremento en las concentraciones de esta molécula en suero y 

líquido cefalorraquídeo (Chen et al. 2010). Sus niveles plasmáticos también se han 

asociado con un mayor riesgo de mortalidad en enfermos cardiovasculares (Zuo et 
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al. 2016). Además, también se ha demostrado que, en un modelo experimental de 

isquemia, los niveles de esta molécula aumentan en el área infartada a las pocas 

horas del evento (Cuartero et al. 2014). A pesar de estos datos, existe cierta 

controversia sobre el papel que la activación de AhR mediante la L-kinurenina 

puede tener en los procesos inflamatorios (Mándi and Vécsei 2012). Mientras que 

hay autores que sostienen que el incremento de la molécula contribuye al daño 

(Davis and Liu 2015), otros mantienen que es un mecanismo de compensación anti-

inflamatorio (Rothhammer et al. 2017) y le otorgan a AhR un papel esencial en el 

control de la inflamación a través de su regulación por sus ligandos endógenos 

(Rothhammer et al. 2016). Todos estos precedentes aumentan el interés por las 

alteraciones que la edad pueda producir en ruta de las kinurenina y su posible 

relación con el fenómeno de inflammaging.  

Por otro lado, queda por determinar si el aumento periférico en los niveles de 

agonista afecta a los niveles de ligando a nivel cerebral. En este sentido, se ha 

demostrado que la L-kinurenina plasmática es captada por el cerebro a través de la 

BHE (Fukui et al. 1991). Además, un estudio sobre los cambios producidos por el 

envejecimiento en la ruta de las kinureninas puso de manifiesto que la edad 

produce un aumento en los niveles tanto de L-kinurenina como de ácido kinurénico, 

así como un incremento en la actividad de la indolamina 2,3 deoxigenasa (IDO), que 

es la primera enzima en actuar en la ruta de las kinureninas. En este punto, hay que 

recordar los resultados obtenidos respecto al efecto de la edad en los niveles de 

Cyp1B1 a nivel cerebral, donde encontramos un aumento en la expresión de este 

gen diana de AhR en los animales de mayor edad. Por lo tanto, nuestros datos 

plantean la posibilidad de que este aumento podría ser consecuencia del 

incremento en los niveles de ligando a nivel cerebral procedentes de la circulación 

o bien sintetizados a nivel local. 

5.1.3. Efecto de la edad en la expresión y función de AhR: perspectivas futuras 

En el primer objetivo de esta Tesis Doctoral hemos demostrado cómo la edad 

afecta a la expresión y la función de AhR, así como a los niveles de otros mediadores 

implicados en su ruta de señalización. Uno de los hallazgos más interesantes es el 
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incremento que se produce con la edad en los niveles de agonistas de AhR a nivel 

sistémico. Junto a este aumento, hemos detectado un incremento tanto de 

expresión como de función del receptor a nivel hepático. La correlación positiva 

existente entre los niveles plasmáticos de ligando y la expresión de Cyp1B1 apoya 

la idea de que el aumento de AhR y de su función transcripcional en el hígado es 

consecuencia del incremento de los agonistas del receptor a nivel sistémico. 

Sin embargo, los resultados obtenidos a nivel cerebral son más controvertidos: 

mientras que la expresión del receptor, localizado principalmente en neuronas, 

disminuye tanto en corteza como en hipocampo con la edad, su función 

transcripcional no parece estar afectada por este descenso. Además, a nivel basal, 

los niveles de Cyp1B1 son mayores en los animales envejecidos, por lo que parece 

bastante probable que los niveles de agonistas de AhR en cerebro estén 

aumentados en el envejecimiento, aunque estas suposiciones deben ser 

comprobadas. Por otro lado, las diferencias encontradas en el efecto ejercido por la 

edad entre corteza e hipocampo en ARNT sugieren que sus niveles pueden ser 

determinantes en la función transcripcional de AhR. No se puede descartar, además, 

una regulación de Cyp1b1 por las citoquinas inflamatorias, elevadas en estas 

circunstancias. 

Más allá de su función transcripcional, AhR puede ejercer otras funciones, como 

es la de E3 ubiquitina ligasa (Ohtake et al. 2007) o interaccionando con otras rutas 

de señalización (Moreno-Marín et al. 2018; Roman et al. 2017). El hecho de haber 

encontrado diferencias en la expresión de AhR, pero no en su papel transcripcional 

a lo largo de la edad, abre las puertas a futuros experimentos sobre las posibles 

funciones neuronales de AhR y el efecto que la edad puede tener sobre ellas. 

 

5.2. Papel de AhR en el envejecimiento fisiológico 

5.2.1. Efecto de la deleción génica de AhR en la aparición de rasgos generales 

asociados al envejecimiento 

Nuestro siguiente paso fue caracterizar el papel que AhR podría ejercer en el 

envejecimiento, para lo que recurrimos a experimentos de pérdida de función 

utilizando ratones AhR+/+ y AhR-/-. 
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Lo primero que hicimos fue establecer fue el perfil temporal de indicadores de 

envejecimiento que presentaban los ratones AhR+/+ y AhR-/- a nivel general 

(prolapso rectal, hipertrofia cardíaca, fibrosis hepática, esplenomegalia, tumores 

macroscópicos y cifosis). A través de un estudio descriptivo detectamos que la 

aparición de los rasgos fenotípicos asociados al envejecimiento era más temprana 

en el genotipo AhR-/- que en el AhR+/+. La incidencia de algunos de estos rasgos en 

los ratones AhR-/- fue más alta en los de 12 meses que en los de 16 meses. Esto 

probablemente se deba a un sesgo introducido a la hora de elegir que animales se 

sacrificaban a los 12 meses.  Puesto que a lo largo del estudio hubo varios ratones 

que presentaban un aspecto altamente deteriorado, por razones éticas, decidimos 

sacrificarlos a los 12 meses. 

Esta no es la primera vez que se pone de manifiesto la aparición temprana de 

rasgos característicos del envejecimiento en ratones carentes de AhR. En 1997, 

Fernández-Salguero y colaboradores (Fernandez-Salguero et al. 1997), publicaron 

un estudio fenotípico comparando ratones AhR+/+ y AhR-/- de entre 6 y 12 meses. 

En dicho estudio, describieron cómo los ratones AhR-/- presentaban hipertrofia y 

fibrosis cardíaca, lesiones vasculares y tumores hepáticos, entre otros rasgos, en un 

porcentaje mucho mayor que los ratones AhR+/+ de su misma edad. Estos datos 

confirman, por lo tanto, nuestros resultados sobre la manifestación prematura de 

un fenotipo envejecido en ausencia de AhR y apoyan la importancia de AhR en el 

proceso de envejecimiento. 

La implicación de AhR en la aparición de características asociadas al 

envejecimiento se ha descrito en otros contextos. Se ha demostrado que los ratones 

AhR-/- presentan un agotamiento temprano de células madre hematopoyéticas 

(HSC, por sus siglas en inglés) por un incremento descontrolado de la proliferación 

de estas células que acaba provocando una extenuación prematura de las mismas 

(Singh et al. 2013; Bennett et al. 2015). En este trabajo se pone de relevancia el papel 

crítico de AhR en el control del balance proliferación/quiescencia y como la 

ausencia del receptor conduce, en último término, a un envejecimiento prematuro 

de las HSC. En un trabajo reciente de nuestro laboratorio sobre la implicación de 

AhR en la neurogénesis hipocampal, nosotros también hemos podido comprobar 
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que la deleción génica de AhR produce un aumento en la proliferación de células 

madre neurales y un agotamiento temprano del reservorio de estas células que 

comienza a los 3 meses de edad (de la Parra et al. 2018). 

Sin embargo, según un estudio sobre la implicación de AhR en el 

envejecimiento vascular,  la ausencia de AhR podría ser beneficiosa para la función 

vascular a lo largo de la edad ya que los ratones AhR-/- conservaban mejor con la 

edad la elasticidad vascular que sus controles AhR+/+ (Eckers et al. 2016). Estos datos 

sugieren que, aunque a nivel general, los ratones AhR-/- presentan características 

fenotípicas de un envejecimiento acelerado, hay funciones, como la vascular, en las 

cuales la ausencia de AhR parece tener un efecto beneficioso durante el 

envejecimiento, aunque estos datos requieren estudios adicionales para ser 

confirmados.  

5.2.2. Efecto de la deleción génica de AhR en la aparición de rasgos 

asociados al envejecimiento cerebral 

Como se comentó en la introducción, hay estructuras cerebrales que sufren 

cambios en su volumen con la edad (Scahill et al. 2003). A través de imágenes de 

resonancia magnética observamos que los ratones AhR-/- presentan a los 16 meses 

una clara tendencia a un aumento en el volumen ventricular y una disminución 

significativa del volumen cortical en comparación con los ratones AhR+/+ de su 

misma edad. 

Ya se ha descrito previamente que el volumen de los ventrículos incrementa a 

lo largo de la edad en ratones de fenotipo salvaje (Maheswaran et al. 2009). Además, 

en humanos, está ampliamente demostrado que el aumento en el volumen 

ventricular es una huella del envejecimiento del cerebro (Coffey et al. 1992b). 

Respecto a la corteza, se ha observado que el grosor de esta estructura tiende 

también a disminuir con la edad en humanos (Raz et al. 2005). Por otro lado, en los 

ratones SAMP10, que se han propuesto como modelo de envejecimiento cerebral 

prematuro, se ha visto que se produce asimismo una reducción acelerada del grosor 

cortical (Shimada and Hasegawa-Ishii 2011). De nuevo, la ausencia de AhR estaría 

ligada a una aceleración de los cambios inducidos por el envejecimiento a nivel 

cortical. 
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Otra estructura cuyo volumen disminuye en el envejecimiento fisiológico es el 

hipocampo (Jack et al. 2000). Sin embargo, a los 16 meses, nosotros no detectamos 

diferencias entre los ratones AhR+/+ y AhR-/-. No obstante, en datos previos de 

nuestro laboratorio hemos comprobado que estas diferencias sí existen, aunque 

empiezan a una edad más temprana (De la Parra et al., en prensa). Una posible 

explicación de nuestros resultados sería que, a la edad escogida para este estudio, 

la disminución del volumen del hipocampo en los ratones AhR+/+ haya compensado 

estas diferencias anteriores. 

Además de los cambios volumétricos, los ratones AhR-/- presentaron una fuerte 

tendencia a una reducción de la fracción anisotrópica en el cuerpo calloso, lo cual 

es indicativo de pérdida de la integridad de la sustancia blanca (Assaf and Pasternak 

2008). Esta pérdida es uno de los rasgos más característicos del cerebro envejecido 

(Gunning‐Dixon et al. 2009). Recientemente se ha publicado un estudio sobre la 

participación de AhR en el proceso de mielinización durante el desarrollo en el 

sistema nervioso periférico (Sampathkumar et al. 2018). Dicho estudio demostró 

que, durante el desarrollo, los ratones AhR-/- presentan alteraciones en las proteínas 

que forman parte de la vaina de mielina, así como en varios reguladores del proceso 

de mielinización. Por otro lado, a nivel del SNC, también se ha demostrado que la 

ausencia de AhR produce alteraciones en la mielinización del nervio óptico, así 

como una disminución de varias proteínas que forman parte de la mielina (Juricek 

et al. 2017). 

El conjunto de estos datos pone de manifiesto que los ratones AhR-/- presentan 

una serie de cambios asociados al envejecimiento de manera temprana, similares, 

en muchos casos, a los observados en modelos animales de envejecimiento 

prematuro (Buffenstein, Edrey, and Larsen 2008) y apuntan, por lo tanto, a una 

implicación de AhR en el control de la homeostasis fisiológica asociada a la edad. 

5.2.3. Papel de AhR en los déficits neurológicos asociados a la edad 

Uno de los rasgos más característicos de la edad es la aparición de déficits 

neurológicos que acaban interfiriendo con la capacidad de realizar las actividades 

diarias. Para evaluar el papel de AhR en la aparición de estos déficits realizamos 

primero un perfil temporal tanto de la función motora como de la función cognitiva 
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en los ratones AhR+/+ y en los ratones AhR-/- y, después, evaluamos el efecto que 

una dieta rica en xenobióticos agonistas de AhR podría tener en estas mismas 

funciones en los animales envejecidos de fenotipo salvaje. 

5.2.3.1. Papel de AhR en los déficits motores asociados a la edad 

A través del perfil temporal, observamos que los ratones AhR-/- presentaban 

déficits motores, caracterizados por el uso de pasos más cortos en la marcha y una 

menor velocidad de nado, a una edad más temprana que los ratones AhR+/+.  

En un estudio de 2014 sobre la relación entre AhR y actividad motora se 

demostró que la actividad basal en D. melanogaster y C. elegans aumenta cuando 

hay una regulación a la baja de la expresión de AhR (Williams et al. 2014). Los 

autores también realizaron comparaciones entre ratones con distintos alelos para 

el gen AhR. Como se comentó en la introducción, en ratón se conocen hasta 5 alelos 

para el receptor que difieren en su capacidad de respuesta a los agonistas. Los 

autores postulan que los ratones con el alelo de AhR menos funcional muestran una 

mayor actividad exploratoria a los 5 meses de edad. Si bien estos resultados parecen 

ir en contra de lo que nosotros hemos observado, hay que tener en cuenta varios 

factores. El primero y más evidente es que el objetivo de análisis es distinto. 

Mientras que estos autores se centran en el análisis de la actividad exploratoria 

general, nosotros evaluamos funciones más concretas como es el patrón de marcha 

o la velocidad de nado. El segundo factor que hay que considerar es que las edades 

de los ratones son distintas. Por último, es importante destacar que los ratones que 

tienen un alelo menos funcional pueden no equivaler a los ratones que no expresan 

el receptor.  

Como se ha comentado en el apartado anterior, nuestros datos sobre la pérdida 

de la integridad de la sustancia blanca indican que los ratones AhR-/- son más 

susceptibles a ésta a lo largo de la edad. Es posible, por lo tanto, que estas 

alteraciones en la sustancia blanca causen, en último término, problemas motores. 

De hecho, en uno de los estudios anteriormente mencionados sobre la implicación 

de AhR en el proceso de mielinización, los autores observan que la ausencia de AhR 
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produce un empeoramiento de la función motora en los ratones (Sampathkumar et 

al. 2018). 

5.2.3.2. Papel de AhR en los déficits cognitivos asociados a la edad 

El tipo de memoria más afectado por la edad es la memoria de trabajo, tal y 

como pudimos comprobar al evaluar ratones de 2 y 24 meses de fenotipo salvaje. 

Nuestros datos indican que los ratones AhR-/- desarrollan alteraciones en la 

memoria de trabajo a una edad más temprana que sus respectivos controles. 

Además, no detectamos ningún déficit en este tipo de memoria en los animales 

AhR-/- jóvenes, por lo que la alteración de este tipo de función cognitiva en estos 

ratones parece únicamente asociada a la edad. 

La implicación de AhR en la memoria se ha estudiado previamente en el 

contexto de la neurogénesis adulta hipocampal (McNab et al. 2015). Nuestro 

laboratorio ha demostrado que los ratones jóvenes AhR-/- presentan una 

neurogénesis aberrante que da lugar a una actividad sináptica alterada asociada a 

alteraciones en memoria espacial a largo plazo (de la Parra et al. 2018). Este trabajo 

apoya la importancia de AhR en una función típicamente alterada en el 

envejecimiento, como es la cognitiva. 

 Aunque desconocemos todavía el mecanismo a través del cual la falta de AhR 

estaría potenciando los déficits cognitivos asociados a la edad, es muy probable 

que sea a nivel neuronal puesto que es el tipo celular del SNC en el que más se 

expresa el receptor, tanto en los ratones jóvenes como en los envejecidos. En este 

sentido, se ha demostrado que AhR está implicado en la modulación de los 

receptores NMDA (Kim and Yang 2005; Lin et al. 2008; Lin et al. 2009). La transmisión 

glutamatérgica, especialmente la mediada por estos receptores, es fundamental en 

los fenómenos de plasticidad sináptica, siendo además imprescindible en los 

procesos de potenciación, memoria y aprendizaje (Chen et al. 2011; Chen et al. 

2012; Cuthbert et al. 2007). Por lo tanto, es posible que la modulación de las 

distintas subunidades de los receptores NMDA sea el mecanismo por el cual AhR 

esté implicado en los déficits cognitivos observados.  
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Estos datos son los primeros en mostrar la implicación de AhR en el 

empeoramiento de la función motora y cognitiva a lo largo de la edad. Para estudios 

futuros queda por determinar, de nuevo, por qué mecanismo AhR ejerce su papel 

en estas funciones. 

5.2.4. Papel de AhR en el inflammaging 

5.2.4.1. Papel de AhR en los niveles circulantes de citoquinas a lo largo de la 

edad 

A pesar de que el papel de AhR en inflamación ha sido estudiado en varios 

contextos, hasta la fecha no existe ningún estudio que relacione al receptor con el 

fenómeno de inflammaging. El análisis de los niveles de citoquinas plasmáticas en 

animales AhR+/+ y AhR-/- reveló que el aumento de estos mediadores a lo largo de 

la edad era mayor en los ratones que carecen del receptor. Es importante destacar 

que en los animales jóvenes no encontramos estas diferencias entre genotipos 

(datos no mostrados) y que, por lo tanto, este incremento está asociado a la edad.  

El aumento de las concentraciones de citoquinas circulantes es uno de los 

rasgos más característicos del inflammaging (Michaud et al. 2013; Morley and 

Baumgartner 2004). Según nuestros datos y de acuerdo con lo previamente 

descrito, las citoquinas que más aumentan a lo largo de la edad son la IL-6 y el TNF-

α, que se consideran verdaderos marcadores del envejecimiento y se han 

relacionado con distintos rasgos patológicos asociados a la edad (Michaud et al. 

2013).  

Existen varios trabajos sobre la conexión de AhR y los niveles de TNF-α e IL-6. 

Se ha descrito, por ejemplo, que la activación de AhR con TCDD disminuye los 

niveles séricos de estas citoquinas en la colitis asociada al cáncer de colon (Alzahrani 

et al. 2017). Además, los niveles en suero de estos mediadores proinflamatorios 

durante el desarrollo de malaria tras infección por Plasmodium berghei son más 

altos en los ratones AhR-/- que en los AhR+/+ (Brant et al. 2014). Por otro lado, se ha 

demostrado que los macrófagos de ratones AhR-/- secretan más TNF-α tras la 

activación por LPS (lipopolisacárido) que los macrófagos AhR+/+ (Kimura et al. 2009). 

Los mecanismos moleculares por los cuales AhR ejerce una regulación negativa de 

la respuesta inflamatoria no se conocen bien todavía. En este sentido, se ha 
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propuesto que la activación de AhR promueve la degradación de la subunidad 

RelA/p65 de NFkB, lo que resulta en una disminución de los niveles de varias 

citoquinas pro-inflamatoria, incluido el TNF-α, en macrófagos peritoneales de ratón 

(Domínguez-Acosta et al. 2018). Se requieren estudios adicionales para dilucidar si 

este es el mecanismo implicado en nuestro sistema. 

Otra citoquina que ha sido ampliamente estudiada en relación con AhR es la IL-

17. En el análisis de las citoquinas plasmáticas de animales AhR+/+ y AhR-/- 

detectamos un mayor aumento de la IL-17 a lo largo de la edad en los ratones 

carentes del receptor que en los de fenotipo salvaje. La IL-17 se libera 

exclusivamente por las células Th17 (Ouyang, Kolls, and Zheng 2008) y está 

implicada en la fisiopatología de las enfermedades autoinmunes (Zhu and Qian 

2012). Varios trabajos de los últimos años han mostrado el papel fundamental que 

juega AhR en el balance de células Treg/Th17, y que puede llegar a tener acciones 

opuestas en este sentido dependiendo del ligando que lo active (Baricza et al. 2016). 

En la encefalitis autoinmune experimental, se ha demostrado que mientras que el 

FICZ, agonista endógeno del receptor, interfiere en la diferenciación de las Treg y 

potencia las Th17 y el desarrollo de la enfermedad, el TCDD, agonista exógeno, 

aumenta la población Treg y frena la EAE (Quintana et al. 2008). La mejoría de la 

autoinmunidad con TCDD también se ha descrito en la colitis experimental (Singh 

et al. 2011).  

Por otro lado, las citoquinas IL-4 e IL-10 tienden a ejercer un efecto anti-

inflamatorio. La bibliografía sobre su conexión con AhR es mucho más reducida y 

los pocos datos que hay publicados al respecto sugieren que la activación de AhR 

induce la liberación de estos mediadores (Wagage et al. 2014). Por lo tanto, es 

posible, que los mayores niveles detectados en los animales AhR-/- de IL-4 e IL-10 

sean fruto de un mecanismo compensatorio por la elevación de los niveles de 

citoquinas proinflamatorias más que de la deleción de AhR.  

En definitiva, el conjunto de los datos descritos en la presente Tesis Doctoral 

apoya la idea de que la señalización de AhR es esencial en el control de los niveles 

de citoquinas durante el inflammaging. 
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Por otro lado, como se mencionó anteriormente, los ratones AhR-/- presentan 

unos elevados niveles circulantes de citoquinas a partir de los 12 meses de edad. Se 

he descrito que niveles altos de citoquinas pueden tener un efecto fibrogénico 

estimulando la proliferación de fibroblastos y de células endoteliales (Kovacs and 

DiPietro 1994), y se ha demostrado que la inflamación puede contribuir al desarrollo 

de fibrosis hepática (Friedman 2003). También existen evidencias sobre la 

implicación de la IL-6, el TNF-α y el IFN-γ en el desarrollo de hipertrofia cardíaca 

(Samak et al. 2016). En este sentido, es posible que la aparición temprana de 

algunos de los rasgos descritos en los animales AhR-/- sea una consecuencia 

secundaria a la elevación de las citoquinas periféricas. 

5.2.4.2. Papel de AhR en la neuroinflamación asociada a la edad 

Una de las consecuencias de la inflamación sistémica es la influencia que ésta 

puede ejercer en el estado inflamatorio del cerebro. En los órganos 

cirunventriculares del cerebro (regiones del SNC sin BHE), las citoquinas pueden 

difundir libremente desde la sangre al parénquima cerebral y viceversa. Además, las 

citoquinas circulantes son capaces de activar las células endoteliales de la BHE que, 

a su vez, mandarán señales a las células residentes del SNC, especialmente a las 

células microgliales y los astrocitos (Perry 2004). Por esta razón, tras la detección del 

aumento de citoquinas plasmáticas en los animales AhR-/- envejecidos quisimos 

evaluar el posible estado neuroinflamatorio de estos animales. En primer lugar, 

determinamos las concentraciones de estos mismos mediadores en cerebro.  

Existen múltiples evidencias de que, con la edad, se produce una elevación de 

citoquinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias en el cerebro (Bodles and 

Barger 2004). Nuestros datos corroboran lo anteriormente descrito puesto que en 

la mayoría de citoquinas evaluadas observamos un aumento de los niveles con la 

edad. Sin embargo, sólo detectamos diferencias significativas entre genotipos en 

IL-10 y en IFN-γ. Este último resultado nos llamó la atención puesto que el IFN-γ fue 

la única citoquina que no estaba elevada en el plasma de los ratones AhR-/-. Esto 

sugiere que el aumento de esta citoquina en cerebro en ratones carentes de AhR se 

produce a nivel local y no por su difusión desde la sangre. Hay evidencias de que 

tanto la microglía como los astrocitos son capaces de secretar esta molécula en 
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distintos contextos (Suzuki et al. 2005; Lau and Yu 2001; Chung and Benveniste 

1990). 

Hasta la fecha, el papel de AhR en la neuroinflamación en ausencia de un daño 

agudo sólo se ha estudiado en el nervio óptico (Juricek et al. 2017). Los autores de 

este trabajo demuestran que en los ratones AhR-/- se produce un aumento de los 

niveles de TNF-α junto a una desmielinización del nervio óptico. A pesar de que 

nosotros no encontramos un efecto del genotipo en las concentraciones cerebrales 

de TNF-α, sí detectamos cierta tendencia a un aumento de sus niveles en los ratones 

AhR-/- respecto a los animales AhR+/+ de su misma edad. En este sentido, es 

importante poner de relieve el hecho de que, en todas las citoquinas evaluadas, las 

concentraciones de las muestras rozaban el límite inferior de sensibilidad, e incluso 

algunas de ellas se encontraban por debajo. 

La técnica del CBA ha sido previamente utilizada en nuestro grupo (Fernández 

et al. 2018; Zarruk et al. 2012) en el análisis de mediadores inflamatorios tras un 

modelo experimental de ictus isquémico. Sin embargo, hasta ahora no la habíamos 

usado en el análisis de citoquinas en cerebro en ausencia de un daño agudo. Es 

posible la técnica utilizada no sea la más sensible en nuestro contexto y que el uso 

de otros métodos, como la PCR cuantitativa o el western blot, pudieran revelar unas 

diferencias que mediante el CBA se pudieran estar perdiendo por la limitación de la 

técnica para medir concentraciones bajas. 

Esta es la razón que nos condujo a usar otra aproximación para determinar el 

estado inflamatorio en el cerebro de los ratones AhR-/- envejecidos. En este sentido, 

en condiciones de neuroinflamación tanto los astrocitos como la microglía sufren 

una polarización hacia un estado más reactivo que se conoce como reactividad glial 

(Burda and Sofroniew 2014).  

En los ratones AhR-/- observamos una mayor reactividad astroglial que en los 

ratones AhR+/+. Sin embargo, a nivel de la microglía no detectamos diferencias entre 

ambos genotipos. Recientemente, se ha publicado un artículo en el que se describe 

que en el nervio óptico de los ratones AhR-/- se produce un incremento en la 

expresión astrocitaria de GFAP sin cambios en las células microgliales (Juricek et al. 
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2017). Por lo tanto, estos datos indican que la ausencia de AhR produce con la edad 

un incremento de la neuroinflamación induciendo en los astrocitos un fenotipo 

reactivo, pero sin afección de la microglía.  

En definitiva, AhR parece jugar un papel crucial en el control del proceso de 

inflamación crónica asociado al envejecimiento. Serían necesarios más estudios 

para determinar los mecanismos de señalización por los que AhR ejerce esta 

función. 

5.2.5. Efecto de la activación crónica de AhR en el envejecimiento 

Una vez caracterizado el envejecimiento en ausencia de AhR, quisimos 

establecer los posibles efectos de una activación crónica de AhR mediante una dieta 

rica en xenobióticos, en donde todos los compuestos utilizados presentan actividad 

agonista para AhR. 

La activación crónica de AhR a través de la dieta en los animales envejecidos no 

produjo ningún efecto a nivel cognitivo ni motor a los tiempos estudiados. La falta 

de efecto de esta dieta nos llamó la atención puesto que a lo largo de los últimos 

20 años se han publicado una gran cantidad de trabajos sobre el efecto deletéreo 

de la exposición a xenobióticos ligandos de AhR en etapas prenatales y postnatales 

tempranas sobre la función cognitiva (Peterson et al. 2015; Perera et al. 2006; 

Schantz et al. 1996; Edwards et al. 2010; Latchney et al. 2013). Una posibilidad es 

que la señalización de AhR esté ya saturada debido al incremento que hemos 

demostrado en los niveles plasmáticos de agonistas en los animales envejecidos. 

Sería interesante, por lo tanto, realizar estos experimentos en animales más jóvenes 

que los utilizados para ver cómo afecta esta dieta a su envejecimiento.  

5.2.6. Papel de AhR en el envejecimiento fisiológico: perspectivas futuras 

El conjunto de los datos obtenidos respecto al segundo objetivo de esta Tesis 

Doctoral demuestra que la ausencia de AhR produce una serie de características 

fenotípicas características de un envejecimiento prematuro.  

El envejecimiento es un proceso complejo y multifactorial. El hecho de que AhR 

intervenga en uno de esos factores puede favorecer la aparición de rasgos 

asociados al envejecimiento, pero no podemos descartar que pudieran ser 



DISCUSIÓN 
 

161 
 

directamente dependientes de AhR. Por tanto, como limitación de nuestro trabajo, 

hemos de tener en cuenta que la utilización de knock-out completos para el 

receptor hace necesario continuar los estudios para determinar hasta qué punto las 

alteraciones observadas son una consecuencia directa de la falta de señalización 

por AhR a lo largo de la vida o pudieran ser resultado de un desarrollo anormal en 

este tipo de transgénico. En este sentido, el uso de knock-out inducibles o de 

herramientas farmacológicos puede ser de gran ayuda.  

En cualquier caso, nuestros datos apoyan un papel del receptor en procesos 

que ocurren, directa o indirectamente, durante el envejecimiento y abre nuevas 

preguntas acerca de los mecanismos a través de los cuales AhR pueda estar 

influyendo en diferentes fenómenos asociados a la edad como el proceso de 

inflammaging, la pérdida de integridad de la sustancia blanca o los déficits 

cognitivos.  

 

5.3. Efecto de la activación crónica de AhR en el desarrollo de placas amiloides y 

déficits cognitivos en ratones APPNL-F 

Los resultados presentados en esta Tesis doctoral ponen de manifiesto, por 

primera vez, que la administración de una dieta enriquecida en xenobióticos, 

considerados contaminantes ambientales, acelera el desarrollo de placas amiloides. 

Puesto que, farmacológicamente, estos compuestos se caracterizan por ser 

agonistas de AhR, nuestros datos sugieren que este efecto se debe a la activación 

crónica de este receptor. Además, los ratones alimentados con xenobióticos en la 

dieta presentan una alteración en la memoria de trabajo que no aparece en sus 

controles.  

A pesar de que los efectos perjudiciales de la exposición a contaminantes 

ambientales en la aparición de depósitos de amiloide han sido previamente 

estudiados (Calderón-Garcidueñas et al. 2008; Cacciottolo et al. 2017; Calderón-

Garcidueñas et al. 2012), nuestro trabajo aporta dos factores de enorme 

importancia al respecto. El primero de ellos es que, hasta ahora, todos los estudios 

realizados en este ámbito habían centrado su atención en la contaminación 

proveniente del aire. Nuestro estudio es pionero en la investigación de los efectos 
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de los xenobióticos en la aparición de placas amiloides a través de la dieta que, 

como ya se ha mencionado, es la principal fuente de exposición a xenobióticos en 

humanos.  

El segundo factor relevante es la posible implicación de AhR en el proceso, 

puesto que los compuestos utilizados en la dieta son ligandos específicos de AhR. 

En este sentido, un hallazgo interesante es la correlación positiva entre el número 

de placas y los niveles de expresión de Cyp1B1 en hígado. Por resultados anteriores 

sabemos que el ARNm de este gen en el hígado se correlaciona de forma positiva 

con los ligandos de AhR en plasma. En base a esto, es bastante probable que exista 

una relación directa entre el número de placas y los niveles de ligando circulantes 

de AhR. 

A nivel mecanístico, es interesante recordar la función E3 ubiquitina ligasa que 

puede tener AhR. Cada vez hay más evidencias que apoyan la importancia del 

sistema ubiquitina-proteosoma en el metabolismo de APP y en la acumulación de 

placas amiloides (revisado en (Wang and Saunders 2014). En la proteína APP, 

existen varios sitios de ubiquitinación (Morel et al. 2013; Watanabe et al. 2013; El 

Ayadi et al. 2012). Esta ubiquitinación es determinante tanto para el tráfico 

intracelular de la proteína como para la degradación de la misma, pudiendo influir 

en la acumulación de los depósitos de β-amiloide (Williamson et al. 2017). 

Actualmente, se desconoce el complejo E3 ubiquitina ligasa responsable de 

reconocer y ubiquitinar APP, pero las investigaciones en el campo son cada vez más 

numerosas puesto que se perfila como una posible diana terapéutica para la 

enfermedad de Alzheimer (Wang and Saunders 2014). Hasta ahora se han 

propuesto 4 cuatro candidatos para la función: F-box and leucine rich repeat 

protein 2 (FBL2) (Watanabe et al. 2013), HRD1(Kaneko et al. 2010),  C-terminus heat 

shock protein 70 interacting protein (CHIP) (Kumar et al. 2007) y la E3 ligasa 

mahogunin (MGRN1) (Benvegnù, Wahle, and Dotti 2017). Estos 4 trabajos no son 

excluyentes puesto que una misma proteína puede ser substrato de más de una E3 

ubiquitina ligasa (Iconomou and Saunders 2016).  

Por lo tanto, nuestros datos sugieren la interesante posibilidad de que AhR 

intervenga también en la ubiquitinización de APP y de que los ligandos 
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provenientes de la dieta estén causando un desequilibrio entre su función como 

factor de transcripción y su función como E3 ligasa. En cualquier caso, esta hipótesis 

debe ser comprobada en futuros estudios.  
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Conclusiones 

 

1. La edad produce cambios regionales en los niveles de expresión de AhR en 

el cerebro de ratón. Específicamente, los niveles disminuyen en corteza y en 

hipocampo, lo que no se refleja en su actividad transcripcional determinada 

por los niveles de los genes diana Cyp1A1 y Cyp1B1 tanto en condiciones 

basales como tras activación aguda del receptor. 

 

2. La localización celular de AhR en cerebro es principalmente neuronal, tanto 

en ratones jóvenes como en ratones envejecidos. 

 

3. La edad produce un aumento en la expresión y en la actividad transcripcional 

de AhR en el hígado de ratón, así como un aumento de la actividad agonista 

AhR del plasma de estos animales. 

 

4. La deleción génica de AhR promueve la aparición temprana de 

características generales asociadas al envejecimiento en el ratón, tanto a 

nivel cerebral como periférico. 

 

5.  La deleción génica de AhR en el ratón produce una aceleración de los 

déficits motores y cognitivos asociados a la edad. 

 

6. La deleción génica de AhR produce asimismo una aceleración del fenómeno 

de inflammaging, tanto a nivel central como periférico, así como un aumento 

de la reactividad astroglial en el cerebro de ratones envejecidos. 

 

7. La administración de una dieta rica en xenobióticos acelera la aparición de 

placas de β-amiloide en el cerebro de ratón, así como de déficits en la 

memoria de trabajo en ratones APPNL-F, posiblemente asociada a la actividad 

de dichos compuestos como agonistas AhR. 
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8. Nuestros datos sugieren que AhR participa en el envejecimiento fisiológico 

por su papel en el control de la inflamación y por su función detoxificadora. 

Los cambios en su señalización pueden acelerar la aparición de rasgos 

asociados al envejecimiento y contribuir a su conversión patológica. 
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