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Efecto del ejercicio aerdbico y la estimulacion ambiental sobre la
reduccidn de los niveles de ansiedad en el envejecimiento

Patricia Sampedro
Universidad de Oviedo (Espafia)

El enriquecimiento ambiental (EAM) y el ejercicio aeréhico (EJ) son intervenciones
capaces de reducir la ansiedad durante el envejecimiento, pero poco se sabe acerca de c6mo
modulan las proyecciones cerebrales hacia el eje hipotalamo-pituitario adrenal (HPA).
Estudiamos el efecto de un programa de EAM y de EJ durante 2 meses en ratas Wistar
macho de 18 meses de edad asignadas aleatoriamente a tres grupos: control (CO, N=6),
EAM (N=8) y EJ (N=8). El programa de ejercicio fue llevado a cabo 15min/dia y el grupo
EAM fue estabulado en una jaula de grandes dimensiones con diferentes objetos renovados
frecuentemente. Mediante la histoquimica de la citocromo ¢ oxidasa (COXx) estudiamos la
actividad metabdlica de regiones cerebrales implicadas en la respuesta de ansiedad. El EAM
redujo la actividad metab6lica de regiones cerebrales implicadas en activar al eje HPA
(corteza infralimbica, amigdala basolateral y ndcleo paravetricular hipotaldmico, (p<0.05).
Por otro lado, el EJ aument6 la actividad de regiones implicadas en la inhibicion (corteza
cingulada, nudcleo del lecho de la estria terminal e hipocampo dorsal, (p<0.05). En
conclusion, parece que el EAM y el EJ modulan de forma diferente la actividad de regiones
cerebrales que proyectan al eje HPA y podrian constituir intervenciones eficaces para
reducir los niveles de ansiedad durante el envejecimiento.
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Effect of the aerobic exercise and the environmental enrichment on the reduction of the
anxiety levels in the aging. The environmental enrichment (EE) and the aerobic exercise
(EX) are interventions capable of reducing anxiety levels in the aging, but few is known
about how they modulating the projections to the hypothalamic-pituitary axis (HPA). We
studied the effect of an EE and EX programs carried out during two months in 18 month-old
Wistar rats assigned to 3 groups: (CO, N=6), EE (N=8) y EX (N=8). The EX program was
carried out during 15min/day and the EE group was housed in a big cage with different
objects frequently changed. Through the cytochrome ¢ oxidase histochemistry (COx), we
analysed the metabolic activity of several brain regions involved in the anxiety response.
The EE reduced the brain activity of regions involved in the activation of the HPA axis
(infralimbic cortex, basolateral amygdala and the hypothalamic paraventricular nucleus
(p<0.05). On the other hand, the EX program increased the activity of brain regions
involved in the inhibition of the HPA axis (cingulate cortex, bed nucleus of the stria
terminalis and the dorsal hippocampus (p<0.05). In conclusion, it seemed that the EE and
the EX modulate in different way the activity of brain regions that project to the HPA axis
and they could constitute successful interventions to reduce the anxiety levels in the aging.
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En la actualidad, el cambio demografico de nuestro pais y del resto del mundo
ha hecho que la investigacion en el area del envejecimiento sea fundamental y de gran
necesidad. Uno de los factores a los que se debe este envejecimiento de la poblacién es
el aumento de la esperanza de vida, como recientemente ha puesto de manifiesto el
Instituto Nacional de Estadistica (INE) asi como, la caida de la fecundidad. De este
modo, a mitad de siglo XXI se espera que el 37.6% de los espafioles tenga 65 afios o
mas, lo que equivaldria a unos 16.4 millones de personas, y esta tendencia se mantendra
en los afos siguientes (Christensen, Doblhammer, Rau, y Vaupel, 2009). Una de las
consecuencias de este cambio demografico es el incremento de la incidencia de
patologias relacionadas con el envejecimiento, como es el caso de las enfermedades
neurodegenerativas (Bishop, Lu, y Yanker, 2010; O"Callaghan, Griffin, y Kelly, 2009).
Con el aumento de la edad se observa un cierto declive en algunas funciones cognitivas
y aungue no es un hecho generalizado, existe un porcentaje relativamente alto de
personas que experimentan déficits cognitivos, especialmente problemas de memoria
(Deary et al., 2009). Asi, en torno a un 20% de la poblacion mayor sufre deterioro
cognitivo leve (Petersen, 2011) y entre un 5-10% desarrolla demencia (Plassman et al.,
2008). Incluso, datos méas alarmantes ofrecidos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y la Asociacion Internacional de Alzheimer (2013) revelan que cada afio
aparecen 7.7 millones de nuevos casos de demencia, lo que equivale a un caso nuevo
cada cuatro segundos.

Con el envejecimiento también se ha descrito un aumento de conductas
ansiosas lo que hace que los trastornos de ansiedad sean muy comunes en estas edades
(Wolitzky-Taylor, Castriotta, Lenze, Stanley, y Craskey, 2010). Concretamente, a
medida que envejecemos existe un alterado funcionamiento del eje hipotalamo-pituitario
adrenal (HPA) caracterizado por una secrecion excesiva de glucocorticoides (GC) y una
reducida retroalimentacion negativa que le impide volver a sus niveles de actividad basal
(Eichenbaum, Yonelinas, y Ranganath, 2007; Prenderville, Kennedy, Dinan, y Cryan,
2014; Tasker y Herman, 2011). Esa feedback inhibitorio es mediado a través de
receptores especificos (RG) que se encuentran en diferentes regiones cerebrales y que
con el envejecimiento muestran una expresion reducida (Bizon, Lee, y Gallagher, 2001;
Garrido, 2011). Algunas de las consecuencias de los elevados niveles de GC en sangre es
un descenso del nimero de neuronas en el hipocampo junto con un aumento de su
vulnerabilidad (J6els, Karst, De Rijk, y de Kloet, 2008; Sandi y Pinelo-Nava, 2007). El
hipocampo es una region cerebral tradicionalmente relacionada con los procesos de
aprendizaje y memoria, siendo con el paso de los afios, y sobre todo en casos de
enfermedades neurodegenerativas, una de las regiones méas afectadas (Fjell, McEvoy,
Holland, Dale, y Walhovd, 2014). Igualmente, el hipocampo también se ha relacionado
con funciones de caracter emocional al contar con niveles elevados de RG (Prickaerts y
Steckler, 2005).
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Figura 1. La presencia de un estresor dispara la liberacion de GC debido a la activacion del eje HPA
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Los GC tienen la capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica y unirse a RG distribuidos abundantemente en
regiones como el hipocampo. En roedores jovenes, el hipocampo es capaz de ejercer un preciso control inhibitorio
de la actividad del eje HPA permitiendo volver a niveles basales de activacion, mientras que en roedores viejos
existe una falta de control inhibitorio sobre la actividad de este eje.

De este modo, las perspectivas actuales consideran que los déficits de
memoria declarativa que aparecen durante el envejecimiento no son debidos
exclusivamente a las alteraciones anatémicas o neuroquimicas en las regiones cerebrales
implicadas en esta funcién cognitiva, sino que cambios en sistemas moduladores, como
el eje HPA también conocido como sistema neuroendocrino, quizas contribuyen
sustancialmente a los olvidos caracteristicos de la edad. Incluso, alteraciones en el
sistema inmunitario, pueden ser consecuencia de niveles elevados de GC.

A consecuencia de lo anterior cada vez més estudios se centran en analizar el
potencial que tienen durante el envejecimiento intervenciones conductuales como la
estimulacion cognitiva o el ejercicio aerdbico debido a los beneficios que aportan no
solo sobre la salud fisica, sino también a nivel cognitivo o incluso, sobre el estado de
animo. Los efectos especificos de estas intervenciones a nivel cerebral se han ido
conociendo gracias a los trabajos con modelos animales, principalmente roedores,
sometidos a programas de enriquecimiento ambiental (EAM), o bien de ejercicio
aerébico (EJ). El término EAM se refiere a una mejora de las condiciones de
estabulacién de los animales de laboratorio en comparacion con las empleadas de forma
estandar (Baumans y Van Loo, 2013). Estas condiciones incluyen jaulas de mayor
tamafio que contienen objetos y espacios diversos que facilitan el ejercicio, el juego, la
exploracion, a la vez que permiten a los animales tener un mayor control sobre su
ambiente. En algunos paradigmas experimentales, el EAM también puede incluir
estimulacion social mediante el aumento del nimero de animales por jaula favoreciendo
asi, constantes interacciones dindmicas e impredecibles (Stewart y Bayne, 2004). Por su
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parte, el EJ puede tener un caracter forzado o voluntario, dependiendo de si los animales
son obligados a correr en ruedas o cintas durante un periodo concreto del dia, o bien si
pueden hacerlo de forma voluntaria al disponer de una rueda en su jaula. Estas
intervenciones han mostrado afectar al funcionamiento del eje HPA promoviendo un
efecto ansiolitico al reducir la cantidad de GC secretados cuando los animales son
expuestos a situaciones estresantes y al aumentar la expresion de RG encargados de
inhibir su activacion (Sampedro-Piquero, Arias, y Begega, 2014). Sin embargo, poco se
sabe acerca del impacto que tienen estos programas sobre regiones cerebrales cuyas
eferencias, ya sean excitatorias o inhibitorias, controlan la actividad del eje HPA.

De este modo, el objetivo de este trabajo consistio en estudiar la actividad
metabdlica neuronal, a través de la histoquimica de la citocromo ¢ oxidasa (COXx), de
diferentes regiones cerebrales implicadas tanto en la activacion como en la inhibicion del
eje HPA, en roedores de 18 meses que fueron expuestos a un programa de EAM o de EJ
durante 2 meses. La COx es la enzima terminal o complejo IV del canal de transporte de
electrones de la mitocondria y su actividad representa un indice de las demandas
energéticas de las neuronas (Méndez-L6pez, Méndez, Sampedro-Piquero, y Arias, 2012;
Rubio, Begega, Méndez, Méndez-Lbpez, y Arias, 2012; Villarreal, Gonzélez-Lima,
Berndt, y Barea-Rodriguez, 2002).

METODO

Grupos experimentales

En este trabajo contamos con un total de 22 ratas Wistar macho (18 meses de
edad al inicio del experimento) procedentes del Bioterio de la Universidad de Sevilla.
Todos los animales tuvieron acceso a agua y comida ad libitum y fueron mantenidos a
una temperatura (20-21°C), humedad (65-70%) y ciclo de luz/oscuridad constante
(08:00-20:00h luz / 20:00-08:00 oscuridad). Durante el experimento se cumpli6 con las
directrices 2010/63/UE andRD1201/2005 que hacen referencia a la proteccién de los
animales de experimentacion.

Los animales fueron asignados aleatoriamente a tres grupos: grupo control
(CO, N=6), grupo EAM (N=8) y grupo EJ (N=8).

Enriquecimiento ambiental

El grupo EAM fue estabulado en una jaula grande (100x95x54cm) durante 2
meses, 3h/dia (10:00 am/13:00 pm). La jaula contaba con una gran variedad de objetos,
como juguetes, plataformas, casas de madera, objetos con olor (nharanja, chocolate),
sonido (cascabeles, sonajeros) asi como, material para la construccién de nido. Ademas,
también se proporcionada a los animales tubos de plastico y cobijos de madera que les
permitian cobijarse y les hacian el ambiente mas confortable. Estos objetos fueron
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renovados frecuentemente por otros para garantizar la exposicion a la novedad asi como,
niveles elevados de exploracién. El resto del dia los animales era estabulados en grupos
de 4 en jaulas estandar de laboratorio (55x20x34cm) sin ningln tipo de objeto
estimulante. El grupo CO y EJ fueron estabulados en las jaulas estandar.

Figura 2. Tipico ambiente enriquecido en el que se ofrece estimulacion motora, sensorial, cognitiva y fisica a
los roedores

Los objetos son frecuentemente cambiados para motivar las conductas exploratorias en
los animales (Fuente: Petrosini et al., 2009).

Figura 3. Rotarod

En él los animales son colocados individualmente en cada una de las ruedas
disponibles en el sentido contrario del giro de la rueda. A pesar de su caracter
forzado, nos permite el control de la frecuencia, duracién e intensidad de
nuestro protocolo de ejercicio (Fuente: Linton Instrumentation).

Ejercicio aerdbico
El ejercicio aplicado en nuestro trabajo fue de tipo forzado ya que nos permite
controlar con mas precision que tanto el tiempo como la intensidad del protocolo son
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igual para todos los roedores. El ejercicio fue realizado en el aparato Rotarod (47700,
Ugo Basile) 3 veces por semana durante 15 minutos a una intensidad de 5 rpm durante
un periodo de 2 meses. Los animales eran colocados en contra del sentido de giro de la
rueda y en el caso de caer, eran posicionados de nuevo en ella inmediatamente. La
velocidad se mantuvo constante durante todo el experimento.

Figura 4. Representacion esquematica de los pasos a seguir en la realizacion de la histoquimica de la COx

Una vez extraido el cerebro, se sigue con su seriaciéon a 30 m mediante el criostato. A continuacion, se
preparan las soluciones necesarias para la tincion y por ultimo, se realiza la cuantificacion densitométrica de
la COx mediante el programa MCID, InterFocus Imaging Ltd., Linton, England

Histoquimica de la citocromo c oxidasa (COXx)

Los animales fueron sacrificados y sus cerebros congelados en isopentano y
almacenados a -40°C. Mediante un criostato, a una temperatura de -20°C, se obtuvieron
secciones de 30 um con las que se realiz6 la histoquimica de la COx. Para més detalles
sobre esta técnica y los productos necesarios para su realizacion véase
Sampedro-Piquero, Zancada-Menéndez, Begega, Cuesta, y Arias, 2013. La
cuantificacion de la actividad COXx se realizé por densitometria Optica con un programa
especifico para este tipo de analisis (MCID, InterFocus Imaging Ltd., Linton, England).
Las regiones de interés en este estudio fueron definidas anatémicamente mediante el
atlas de Paxinos y Watson (2005): corteza orbital medial (4.20mm), corteza prefrontal
(cingulada, prelimbica e infralimbica, 2.70mm), nicleo accumbens (1.60mm), septum
lateral y nucleo del lecho de la estria terminal (-0.26mm), nicleo paraventricular
taldmico e hipotalamico (-1.80mm), amigdala basolateral y central (-2.12mm) e
hipocampo dorsal (CA1, CA3, Giro dentado, -3.84 mm) y ventral (CAl, CA3, Giro
dentado, -5.80mm). La figura 4 muestra esquematicamente el proceso de la histoquimica
de la COx.

Andlisis estadisticos
Los datos fueron analizados con el programa SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago,
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USA) y expresados como media + SEM (Tabla 1). Los resultados fueron considerados
estadisticamente significativos si p<0.05. Con el objetivo de conocer si existian
diferencias significativas entre grupos en la actividad metabélica de las regiones
cerebrales estudiadas realizamos un analisis multivariado de la varianza (MANOVA).
En el caso de que existiesen diferencias significativas entre grupos, el test post hoc de
Tukey nos permitié conocer entre qué grupos se daban esas diferencias (p<0.05).

RESULTADOS

El andlisis estadistico MANOVA mostr6 que existian diferencias
significativas entre grupos en la actividad COx de algunas de las regiones analizadas en
este trabajo (Corteza cingulada, F2,=5.734, p=0.001; Corteza infralimbica, F22,=8.150,
p=0.003); Nucleo del lecho de la estria terminal, F.2,=6.040, p=0.000; Amigdala
basolateral, F,2,=12.505, p=0.001; Nucleo paraventricular hipotalamico, F2,=5.776,
p=0.011; CA1 dorsal, F22,=9.172, p=0.002; CA3 dorsal, F;2,=9.664, p=0.001; Giro
dentado dorsal, F2,2,=6.412, p=0.007).

Tabla 1. Resultados del andlisis post hoc

CcO EAM
Corteza infralimbica 22.90+1.35 19.05+1.8*
Amigdala basolateral 31.53+5.43 22.04+2.06**
Ndcleo paraventricular hipotalamico 18.72+1.49 14.92+1.65*

CO EJ
Corteza cingulada 22.39+1.05 26.27+2.02*
Nucleo del lecho de la estria terminal 18.09+1.23 22.17+2.64*
CALl dorsal 16.76+1.81 22.59+1.50**
CA3 dorsal 14.31+1.27 21.01+3.84**
GD dorsal 27.97+1.27 30.40+1.07*

**p<0.01; *p<0.05
DISCUSION

Nuestros resultados parecen sugerir un efecto beneficioso del EAM vy del EJ
sobre la hiperactivacion del eje HPA descrita durante el envejecimiento, al observar que
estas intervenciones son capaces de modular de forma diferente regiones cerebrales que
envian proyecciones excitatorias e inhibitorias al nlcleo paraventricular hipotaldmico,
punto de inicio del eje. Asi, en el caso del EAM parece que produjo una inhibicién de
algunas regiones cerebrales, como la corteza infralimbica, la amigdala basolateral o el
nacleo paraventricular hipotalamico, encargadas de activar al eje de estrés. En cambio, el
EJ parece que redujo la actividad del sistema neuroendocrino mediante la activacion de
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regiones cerebrales que lo inhiben, como la corteza cingulada, el nicleo del lecho de la
estria terminal y el hipocampo dorsal.

En relacién al EAM, varios estudios han mostrado que produce un efecto
ansiolitico sobre todo cuando los roedores viejos son expuestos a estresores
psicogénicos, como es el caso de un ambiente o situacién nueva e impredecible (Fox y
cols., 2006). Esto sigue la linea de lo observado en el caso de las personas mayores, en
las que con el paso de los afios se reduce la conducta social, el comienzo de nuevos
aprendizajes y en general, la bisqueda de novedad, quizas debido al estrés que generan
estas situaciones (File y Seth, 2003). El efecto positivo del EAM es facilmente
comprensible si tenemos en cuenta que la exposicion a la novedad es una de sus
caracteristicas inherentes (Van de Weerd et al., 2002). EI cambio constante de los
estimulos es considerado un mecanismo de inoculacién de estrés, puesto que la repetida
introduccién de objetos nuevos es comparable a la exposicion frecuente a estresores de
caracter leve (Larsson, Winblad, y Mohammed, 2002). Sin embargo, otros autores
sugieren que el EAM es capaz de reducir los niveles de ansiedad al aumentar el sentido
de control que los animales tienen sobre el ambiente (Roy, Belzung, Delarue, y
Chapillon, 2001).

Los trabajos a nivel cerebral muestran como esta intervencion es capaz de
reducir los niveles de hormonas implicadas en la activacion del eje HPA, como las
hormonas adenocorticotropina, secretada por el nicleo paraventricular del hipotalamo, y
los GC, secretados por la corteza de las glandulas adrenales, cuando los animales son
expuestos a diferentes estresores (Garrido, 2011). También, el EAM aumenta los niveles
de RG en el hipocampo, lo cual facilita la inhibicién de la actividad del eje HPA y un
restablecimiento de los niveles basales de GC (Olsson, Mohammed, Donaldson,
Henriksson, y Seckl, 1994). Por ultimo, el aumento que el EAM provoca sobre la
expresion del factor de crecimiento BDNF en el cerebro envejecido, se ha relacionado
con una mayor capacidad de resiliencia en estos animales (Segovia, Del Arco, Garrido,
de Blas, y Mora, 2008).

En cuanto al EJ aerébico, varios son los trabajos que también han mostrado un
efecto positivo de esta intervencion sobre la cognicién asi como, sobre aspectos
emocionales (Pietrelli, Lépez-Costa, Gofii, Brusco, y Basso, 2012). Diferentes autores
(Campbell, Rakhshani, Fediuc, Bruni, y Riddell, 2009) mostraron que el ejercicio
provoca en un principio un aumento de activacion del eje HPA y por tanto, de los niveles
de GC en sangre. Estos niveles son gradualmente reducidos a valores normales cuando el
ejercicio se prolonga durante un periodo largo de tiempo promoviendo una respuesta
adaptativa ante futuros estresores. Este efecto se relaciona con el fenémeno de
supercompensacion descrito por Folbrot en 1941 y mas tarde discutido por Selye que se
refiri6 a él como sindrome de adaptacion general, segun el cual una adaptacion al
trabajo y al proceso de entrenamiento da lugar a adaptaciones homeostaticas ante
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situaciones de mayor demanda. A nivel cerebral, el ejercicio aerdbico provoca, incluso
en edades avanzadas, un aumento de la proliferacidn neuronal, la formacion de espinas y
ramificaciones dendriticas, la expresion de factores de crecimiento, o la formacién de
nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes (Stranahan, Lee, y Mattson, 2008). En
el caso de las nuevas neuronas, muchos las han relacionado no s6lo con procesos de
aprendizaje y memoria dependientes del hipocampo, sino también con una mejor
capacidad de afrontamiento de situaciones estresantes debido a su efecto ansiolitico
(Levone, Cryan, y O’Leary, 2015).

Por tanto, este trabajo parece sugerir que los efectos ansioliticos de estas
intervenciones durante el envejecimiento pueden ser explicados en parte por la
modulacion que ejercen sobre distintas regiones cerebrales que actlian sobre el eje de
estrés. De este modo, y debido a la estrecha relacidn que existe entre el ambito cognitivo
y el emocional, puede que promover este tipo de actividades en edades avanzadas
provoque una mejora de funciones tan importantes para el dia a dia como la memoria
episddica o las funciones ejecutivas. No obstante, se trata de un estudio preliminar en
modelo animal por lo que debe de ser contrastado en personas mayores.

CONCLUSIONES

La estimulacion mental y el ejercicio aerébico son intervenciones
conductuales que han mostrado tener grandes beneficios en el ambito cognitivo en
edades avanzadas. Sin embargo, poco es sabido sobre su impacto en el area emocional.
En este trabajo, mediante un analisis de la actividad metabdlica neuronal, quisimos
analizar el grado de activacion de regiones cerebrales relacionadas con el eje de estrés en
roedores viejos que fueron sometidos a un programa de EAM y de EJ aerdbico durante 2
meses en comparacién con otro grupo mantenido en condiciones estandar de laboratorio.
Los resultados parecen sugerir que estas intervenciones promueven un efecto ansiolitico
quizds mediado en parte por una modulacién diferencial del eje HPA, es decir, el EAM
inhibe la activacion de regiones que lo activan y el EJ aerébico activa a regiones que lo
inhiben. Como linea futura seria interesante complementar estos datos con un analisis de
los niveles de GC en sangre o la expresion de GR.
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