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1. RESUMEN 
 

El objetivo de este estudio es analizar el posible efecto neuroprotector y 

antiinflamatorio de dos extractos procedentes del olivo y ricos en polifenoles. El estudio 

se realiza ratones. Se ha utilizado el ácido kaínico para generar daño epiléptico y 

neuroinflamación. Se estudian dos posibles efectos, por un lado el efecto neuroprotector  

que se analiza midiendo la inducción del daño epiléptico  y muerte celular neuronal.Y por 

otro el efecto antiinflamatorio observando neuroinflamación mediante astrogliosis 

reactiva. 

Se ha utilizado el  modelo de excitotoxicidad inducida por ácido kaínico y se ha 

estudiado el posible efecto neuroprotector de dos extractos de oliva ricos en polifenoles 

administrados por vía oral a ratones machos sanos durante 30 días frente a un control (10 

ratones por grupo: Control, Extracto 1 y Extracto 2). El daño neuronal producido por el 

ácido kaínico al final del tratamiento se analizó según los cambios en la escala de Racine, 

el momento de aparición de la primera crisis y el porcentaje de animales que 

experimentaron convulsiones, estado epiléptico o muerte. Más tarde los cerebros fueron 

procesados para los siguientes estudios histopatológicos: Primero: determinar el efecto 

neuroprotector por tinción H&E para la posible presencia de células picnóticas / 

apoptóticas (marcador de muerte neuronal), y segundo: determinar la presencia de 

inflamación/astrogliosis por tinción inmunohistoquímica para la proteína ácida fibrilar 

glial en astrocitos. 
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Una vez que se produjo el daño neurológico con ácido kaínico, los tres grupos 

mostraron una progresión similar en la aparición de los síntomas epilépticos durante los 

primeros 50 minutos. Después, los síntomas epilépticos disminuyeron significativamente 

en los dos grupos tratados, observando estado epiléptico en solo seis ratones, en 

comparación con el grupo de control en el que los 10 ratones tenían estado epiléptico. El 

efecto protector fue evidente en la puntuación de daño neurológico, con las diferencias 

entre los ratones control y tratados aumentando significativamente durante los cuatro días 

de evolución, mayor con el Extracto 1 que con el Extracto 2.  

La supervivencia al cuarto día también fue mayor con el Extracto 1, seguido por 

el Extracto. 2, que el control. El tratamiento de ratones con los Extractos 1 y 2 disminuyó 

la astrogliosis observada en todas las regiones. 

En conclusión, los extractos de aceituna ricos en polifenoles en estudio son 

biológicamente seguros y tienen un efecto preventivo sobre el daño neurológico inducido 

por ácido kaínico en ratones, reduciendo todos los síntomas epilépticos y el daño 

neurológico y en la neuroinflamación cerebral inducida por ácido kaínico. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 

2.1. Nutraceuticos 
 

Hace tiempo que se conoce que la ingesta de determinados nutrientes puede influir 

sobre determinadas funciones cerebrales, de forma decisiva durante el desarrollo 

perinatal, pero también en otras etapas de la vida, como en la etapa adulta y la tercera 

edad. Entre estos nutrientes están los ácidos grasos poliinsaturados n-3 (DHA) y 

compuestos antioxidantes naturales como los polifenoles, siendo importantes para la 

formación y desarrollo de las neuronas y otras células del SNC, pero también son claves 

en los adultos para la prevención de enfermedades neurodegenerativas. Diversos estudios 

realizados in vitro, en modelos animales y en humanos han demostrado que la 

suplementación con estos nutrientes se asocia a una mejora de la función cognitiva, que 

se refleja en una mejora del proceso de aprendizaje o la memoria en niños o a una 

prevención del declive en personas de la tercera edad. 

Estos conocimientos han despertado un creciente interés por nuevos alimentos 

ricos en sustancias con capacidad neuroprotectora, que puedan contribuir a prevenir la 

incidencia de factores degenerativos desde la infancia y mitigar el impacto de 

enfermedades de carácter neurodegenerativo, que presentan un creciente índice de 

prevalencia en la edad madura. 
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Diversos mecanismos de acción se han propuesto para explicar la capacidad 

neuroprotectora de estas sustancias, entre ellos la acción antiinflamatoria, la modulación 

de vías de señalización intracelular, la modulación de la expresión de proteínas, la 

inhibición de las vías apoptóticas o la acción antioxidante (de la Puerta et al., 2001). 

Existe un creciente interés por sustancias con capacidad neuroprotectora, 

proponiéndose en la bibliografía distintos mecanismos de acción para explicar dicha 

capacidad (Jordan et al., 2006). 

Se está produciendo también una tendencia hacia alimentación funcional, con el 

consiguiente desarrollo de alimentos innovadores capaces de influir sobre la salud (Hao 

et al., 2010; Jacomelli et al., 2010). En este sentido, en los últimos años se han lanzado 

numerosos productos al mercado con un menor contenido en grasa total o en grasas 

perjudiciales, un enriquecimiento en compuestos que contribuyen a mejorar la salud 

cardiovascular (fitoesteroles, DHA, ácidos grasos poliinsaturados, etc.) o bien productos 

dietéticos con alto contenido en fibras con efecto saciante que permitan una disminución 

de la ingesta y un control del apetito. 

Entre los compuestos bioactivos, es patente que los antioxidantes pueden anular 

los efectos perjudiciales de los radicales libres en las células (Sies, 1997) y que las 

poblaciones que siguen una dieta de frutas y vegetales ricos en polifenoles y antocianinas 

tienen menor riesgo de contraer cáncer, enfermedades cardíacas y algunas enfermedades 

neurológicas (Bartlett and Eperjesi, 2003). Sugiriéndose que los compuestos 

antioxidantes pueden prevenir la degeneración macular (Wintergerst et al., 2006), 

inmunidad suprimida debido a una nutrición pobre (Wang et al., 2006), y prevenir 

también la neurodegeneración causada por el estrés oxidative (Bleys et al., 2006). Sin 

embargo, a pesar del papel claro del estrés oxidativo en las enfermedades 

cardiovasculares, el uso de vitaminas antioxidantes no han mostrado ninguna reducción 

clara en el progreso o riesgo de contraer enfermedades cardíacas (Cherubini et al., 2005), 

sugiriéndose que la combinación con otras sustancias en las frutas y vegetales 

(posiblemente los flavonoides) puedan explicar la mejor salud cardiovascular de quienes 

consumen más frutas y vegetales (Rimmeet al., 1993). 

La producción de antioxidantes naturales y los antioxidantes que se obtienen con 

la alimentación, muchas veces no es suficiente para la mayoría de las personas, por esa 

razón muchas compañías alimentarias y de nutracéuticos venden formulaciones de 
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antioxidantes como suplementos dietéticos y estos son ampliamente consumidos en los 

países industrializados (Radimer et al., 2004). Estos suplementos pueden incluir químicos 

específicos antioxidantes, como el resveratrol (de las semillas de uva), hidroxitirosol 

procedente de la oliva, combinaciones de antioxidantes, como el “ACES” productos que 

contienen beta-caroteno (provitamina A), vitamina C, vitamina E y Selenio, o hierbas 

especiales que contienen antioxidantes, como el té verde y el jiaogulan. Aunque algunos 

de los niveles de vitaminas antioxidantes y minerales en la dieta son necesarios para la 

buena salud, hay considerables dudas sobre si los suplementos antioxidantes son 

beneficiosos y, en caso afirmativo, que antioxidantes lo son y en qué cantidades (Bartlett 

and Eperjesi, 2003; Hughes et al., 2004; Woodside et al., 2005; De Marco et al., 2007). 

 

2.2. Antioxidantes naturales 
 

La célula viva tiene varios mecanismos de defensa para competir con la 

exposición constante al estrés oxidativo. Las células cerebrales son particularmente 

susceptibles al daño oxidativo porque son grandes consumidores de oxígeno en 

comparación con otros órganos y, por lo tanto, contienen varios tipos de antioxidantes, 

algunos de los cuales son exclusivos del cerebro. Hay dos grupos principales de sistemas 

antioxidantes: enzimas y antioxidantes de bajo peso molecular como el ácido ascórbico, 

el glutatión, la vitamina E, el ácido lipóico y la coenzima Q (Reiter, 1995). Entre los 

sistemas antioxidantes, el factor nuclear (Nrf2) es un factor de transcripción que regula la 

expresión de proteínas antioxidantes que protegen contra el daño oxidativo causado por 

lesiones e inflamación (Goldet al., 2012).  

El cerebro también contiene altas concentraciones de ácidos grasos 

poliinsaturados que son propensos a la peroxidación, es rico en hierro, que puede catalizar 

la formación de radicales hidroxilo y tiene una baja actividad de catalasa (Halliwell, 1999; 

Jellinger, 2003; Mariani et al., 2005). El estrés oxidativo produce disrupción funcional y 

daño, e incluso puede causar la muerte celular a través de la oxidación de biomoléculas 

como proteínas, lípidos y nucleótidos con cambios funcionales o desactivación de varias 

enzimas (Stadtman, 2001), alteraciones en la estructura de la membrana que afecta la 

fluidez, la permeabilidad y la actividad de las proteínas de membrana (Wong-Ekkabut et 

al., 2007). El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la producción de radicales libres 

y su eliminación, lo que lleva a la generación anormal de especies reactivas de oxígeno y 
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al daño oxidativo. Se ha propuesto y demostrado que diferentes enfermedades 

neurodegenerativas comparten el estrés oxidativo como una característica común (Fahey 

et al., 2001; Manoharan et al., 2016) 

A través de estos mecanismos, el estrés oxidativo está involucrado en la 

patogénesis de una variedad de afecciones neurológicas y trastornos neurodegenerativos, 

que incluyen la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis 

lateral amiotrófica y la epilepsia (Perry et al., 2002; Migliore et al., 2005; Ashrafi et al., 

2007). La evidencia experimental en humanos y animales respalda la participación del 

estrés oxidativo antes y después de las crisis epilépticas (Racine, 1972; Carmona-Aparicio 

et al., 2015). El ácido kaínico (KA) es un análogo cíclico del neurotransmisor excitador 

principal, el glutamato. Es un agonista del receptor KA, que es una subfamilia de 

receptores de glutamato. Se cree que la excitotoxicidad mediada por el receptor de 

glutamato contribuye a la muerte celular neuronal en muchas enfermedades 

neurodegenerativas, incluyendo traumatismo del SNC, hipoxia cerebral, isquemia y 

convulsiones (Choi y Rothman, 1990; Meldrum y Garthwaite, 1990). 

 

2.3. Polifenoles del olivo 
 

El olivo (Olea europaea) constituyen una fuente natural de compuestos bioactivos. 

El procesamiento de las aceitunas conduce a diferentes tipos de matrices secundarias, que 

generalmente se consideran subproductos. Una característica que estos subproductos 

tienen en común con los desechos vegetales generados por la actividad agroalimentaria 

es su potencial como fuente de compuestos bioactivos. Por lo tanto, una forma de evaluar 

estos residuos es usarlos como materia prima para extraer compuestos con propiedades 

saciantes: fibra, ácidos grasos y proteínas, que tienen un alto valor económico y pueden 

usarse por sus propiedades saciantes y neuroprotectoras en la industria agroalimentaria y 

farmacéutica, o incluso como compuestos funcionales en alimentos.  
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Un área de enfoque con respecto a los olivos es obtener efluentes acuosos del 

proceso del aceite de oliva (De Marco et al., 2007).  

En otros casos, la recuperación de sustancias de interés se centra en otros tipos de 

matrices como los desechos sólidos: pulpa, hojas o madera de olivo. El componente 

principal de la hoja de olivo es la oleuropeína, también es abundante en hidroxitirosol 

(HT) (Pereira-Caro et al., 2009), que es el principal compuesto derivado de la oleuropeína 

y tiene una alta capacidad antioxidante. 

 

a) Hidroxitirosol              b) Oleuropeína 

Figura 1. Estructura química del a) Hidroxitirosol y b) Oleuropeína 
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Sin embargo, la actividad general de estos extractos parece estar respaldada por 

los efectos sinérgicos entre las sustancias de las que están compuestos. Los polifenoles 

de los olivos se han convertido en el tema de muchos estudios debido a su potente 

actividad antioxidante y sus propiedades antiinflamatorias. 

 

El olivo sintetiza diferentes fenoles, que se encuentran principalmente en las hojas 

y las drupas, que se utilizan como defensa contra la invasión de hongos y microbios, así 

como para dar a las hojas y las drupas un sabor desagradable que desalienta a los insectos 

que comen hojas (Casamenti y Stefani, 2017). 

 

 

 

 Se ha demostrado que los fenoles naturales tienen muchas actividades biológicas: 

son capaces de modular el estado redox celular (Shing et al., 2008) a través de la acción 

directa sobre enzimas, proteínas, receptores y diferentes vías de señalización (Kim et al., 

2014; Goszca et al., 2017), además de interferir con la homeostasis bioquímica (Abuznait 

et al., 2013; Grossi et al., 2013; Angeloni et al., 2017). El HT es el principal polifenol 

presente en los productos de oliva (aceitunas, extractos, etc.), estimula la vía Nrf2, que 

reduce los indicadores de estrés oxidativo: dopamina, peroxidación lipídica y 

agotamiento de la glutatión deshidrogenasa. La activación de Nrf2 por HT podría ser una 

estrategia efectiva para proteger las células contra el posible daño causado por el estrés 

oxidativo. En este sentido, se han desarrollado varios estudios in vitro (Bigagli et al., 

2017). 
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Se han realizado estudios para validar el uso de oleuropeína para proteger el 

núcleo paraventricular del hipotálamo del estrés oxidativo, mejorando la función 

mitocondrial activando la vía de señalización mediada por Nrf2 (Sun, 2017). También se 

sabe que este polifenol atraviesa la barrera hematoencefálica, incluso a concentraciones 

muy bajas, lo que le da una ventaja en la prevención del daño oxidativo neuronal (Serra 

et al., 2012). Estudios anteriores de nuestro equipo han demostrado un efecto 

neuroprotector de los extractos de aceitunas ricos en polifenoles en peces (Veciana-

Galindo et al., 2015). Otros polifenoles, como el resveratrol, un antioxidante que se 

encuentra en las uvas, son neuroprotectores contra el daño cerebral, posiblemente al 

inhibir la peroxidación lipídica y minimizar otros daños oxidativos (Singleton et al., 

2010). 

En otros casos, la recuperación de sustancias de interés se centra en otros tipos de 

matrices como residuos sólidos (Aldini et al., 2006), pulpa (Soni et al., 2006), hojas 

(Jemai et al., 2008) o madera de olivo (Zbidi et al., 2009).  

 

2.4.Enfermedades y polifenoles del olivo 
 

Las enfermedades no transmisibles (ENT) son un grupo de patologías crónicos 

largas y de progresión lenta (WHO, 2013). La World Health Organization (WHO) llegó 

a la conclusión de que las ENT son las mayores causantes de defunción y discapacidad 

en el mundo, independientemente de la edad, la región o el sexo (Reddy et al., 2016). Las 

ENT han sido analizadas y se han detectado algunas puntos clave comunes; como estrés 

oxidativo dentro de las células producido por  una mayor síntesis de especies oxidativas 

reactivas (ROS), defensa antioxidante incorrecta y una vía autofágica anómala, 

responsable del mantenimiento de la proteostasis celular (Peña-Oyarzun et al., 2018).  

También la inflamación forma parte en las ENT (Lavandero et al., 2015), ya que 

la inflamación en un ser vivo está muy conectado con el equilibrio redox celular y con la 

vía autofágica (Levine et al., 2011; El Assar et al., 2013). 

Se ha demostrado ampliamente que la inoculación de agonistas de glutamato 

como KA en ratones induce procesos de excitotoxicidad que implican la aparición de 

ataques y convulsiones epilépticas (Kim et al., 2001; Penkowa et al., 2001; Yan et al., 

2018), así como procesos neurodegenerativos, daño oxidativo y muerte celular en el 
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hipocampo, la corteza y otras estructuras cerebrales del sistema límbico (Matsuoka et al., 

1998; Hopkins et al., 2000). Por lo tanto, los modelos de administración de KA en ratones 

se han utilizado para investigar los mecanismos de excitotoxicidad presentes en muchas 

enfermedades neurodegenerativas en humanos (Wang et al., 2005). 

El estrés oxidativo inducido por KA está asociado con la muerte celular en el 

hipocampo (Shin et al., 2007). La sobreexcitación neuronal inducida por KA causa una 

degeneración neuronal irreversible en áreas selectivas del cerebro, particularmente en las 

estructuras límbicas en la capa piramidal (Cho et al., 2006) (es decir, en las regiones CA1 

y CA3 del hipocampo y el hilo de la circunvolución dentada) que desencadena la muerte 

celular neuronal aguda en las estructuras límbicas, con una progresión insidiosa de la 

muerte celular que puede transcurrir durante varios días o semanas (Choi et al., 1990; 

Frederickson et al., 1989; Weise et al., 2005; MohdSairazi et al., 2015). 

Durante las convulsiones inducidas por KA, las neuronas del hipocampo se 

degeneran, seguidas de la activación de la microglía y la astrogliosis reactiva (Jørgensen 

et al., 1993; Sperk, 1994). La activación de las células gliales en el hipocampo está 

estrechamente relacionada con la muerte neuronal inducida por la epilepsia (Meng et al., 

2016). Los astrocitos son cruciales para mantener la arquitectura celular y la homeostasis 

en condiciones cerebrales normales. De hecho, algunos estudios han propuesto que la 

"astrocitosis reactiva" implica cambios morfológicos y funcionales en los astrocitos en 

respuesta a una lesión cerebral (Burda y Sofroniew, 2014).  

La expresión de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) puede considerarse un 

marcador sensible y confiable que marca la mayoría, si no todos, los astrocitos reactivos 

que responden a las lesiones del sistema nervioso central (Sofroniew y Vinters, 2010). 

Los antioxidantes pueden anular los efectos perjudiciales de los radicales libres en 

las células (Sies, 1997), así una dieta abundante en frutas y vegetales ricos en polifenoles 

y antocianinas proporciona un riesgo más bajo de contraer cáncer, enfermedades 

cardíacas y algunas enfermedades neurológicas (Bartlett and Eperjesi, 2003). 

Sugiriéndose que los compuestos presentes en estos alimentos pueden prevenir la 

neurodegeneración causada por el estrés oxidative (Bleys et al., 2006). 
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El cerebro también contiene altas concentraciones de ácidos grasos 

poliinsaturados que son propensos a la peroxidación, es rico en hierro, que puede catalizar 

la formación de radicales hidroxilos y tiene baja actividad de catalasa (Halliwell, 1999; 

Jellinger, 2003; Mariani et al., 2005). El estrés oxidativo produce disrupción funcional y 

daño, e incluso puede causar la muerte celular a través de la oxidación de biomoléculas 

como proteínas, lípidos y nucleótidos con cambios funcionales o desactivación de varias 

enzimas (Stadtman, 2001), alteraciones en la estructura de la membrana que afectan 

fluidez, permeabilidad y actividad de la proteína de membrana (Wong-Ekkabut et al., 

2007). El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la producción de radicales libres y su 

eliminación, lo que lleva a la generación anormal de especies reactivas de oxígeno y al 

daño oxidativo. Se ha propuesto y demostrado que diferentes enfermedades 

neurodegenerativas comparten el estrés oxidativo como una característica común (Fahey 

et al., 2001; Manoharan et al., 2016) 

A través de estos mecanismos, el estrés oxidativo está involucrado en la 

patogénesis de una variedad de afecciones neurológicas y trastornos neurodegenerativos, 

incluida la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral 

amiotrófica y la epilepsia (Perry et al., 2002; Migliore et al., 2005; Ashrafi et al., 2007). 

La evidencia experimental en humanos y animales respalda la participación del estrés 

oxidativo antes y después de las crisis epilépticas (Racine, 1972; Carmona-Aparicio et 

al., 2015).  

El ácido kaínico (KA) es un análogo cíclico del neurotransmisor excitador 

principal, el glutamato. Es un agonista del receptor KA, que es una subfamilia de 

receptores de glutamato. Se cree que la excitotoxicidad mediada por el receptor de 

glutamato contribuye a la muerte celular neuronal en muchas enfermedades 

neurodegenerativas, incluyendo traumatismo del SNC, hipoxia cerebral, isquemia y 

convulsiones (Choi y Rothman, 1990; Meldrum y Garthwaite, 1990). 
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Figura 2. Estructura química del ácido kaínico. 

Se ha demostrado ampliamente que la inoculación de agonistas de glutamato 

como KA en ratones induce procesos de excitotoxicidad que implican la aparición de c 

convulsiones epilépticas (Kim et al., 2001; Penkowa et al., 2001; Yan et al., 2018), así 

como procesos neurodegenerativos, daño oxidativo y muerte celular en el hipocampo, la 

corteza y otras estructuras cerebrales del sistema límbico (Matsuoka et al., 1998; Hopkins 

et al., 2000). Por lo tanto, los modelos de administración de KA en ratones se han utilizado 

para investigar los mecanismos de excitotoxicidad presentes en muchas enfermedades 

neurodegenerativas en humanos (Wang et al., 2005). 

El estrés oxidativo inducido por KA está asociado con la muerte celular en el 

hipocampo (Shin et al., 2007). La sobreexcitación neuronal inducida por KA causa una 

degeneración neuronal irreversible en áreas selectivas del cerebro, particularmente en las 

estructuras límbicas en la capa piramidal (Cho et al., 2006) (es decir, en las regiones CA1 

y CA3 del hipocampo y el hilio de la circunvolución dentada) que desencadena la muerte 

celular neuronal aguda en las estructuras límbicas, con una progresión de muerte celular 

que puede transcurrir durante varios días o semanas (Frederickson et al., 1989; Choi et 

al., 1990; Weise, et al., 2005; Mohd Sairazi et al. ., 2015). 

Durante las convulsiones inducidas por KA, las neuronas del hipocampo se 

degeneran, seguidas de la activación de la microglía y la astrogliosis reactiva (Jørgensen 

et al., 1993; Sperk, 1994). La activación de las células gliales en el hipocampo está 

estrechamente relacionada con la muerte neuronal inducida por la epilepsia (Meng et al., 

2016). Los astrocitos son cruciales para mantener la arquitectura celular y la homeostasis 

en condiciones cerebrales normales. De hecho, algunos estudios han propuesto que la 

"astrocitosis reactiva" implica cambios morfológicos y funcionales en los astrocitos en 

respuesta a una lesión cerebral (Burda y Sofroniew, 2014). La expresión de la proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP) puede considerarse un marcador sensible y confiable que 



29 
 

marca la mayoría, si no todos, los astrocitos reactivos que responden a las lesiones del 

sistema nervioso central (Sofroniew and Vinters, 2010). 

Los antioxidantes pueden prevenir los efectos nocivos de los radicales libres en 

las células de la misma manera que una dieta rica en polifenoles puede disminuir el riesgo 

de cáncer (Tangney and Rasmussen, 2013), enfermedades cardíacas y algunas 

enfermedades neurológicas (Bartlett and Eperjesi, 2003), y prevenir la neurodegeneración 

causada por estrés oxidativo, entre otros (Bleys et al., 2006). 

La importancia de los compuestos fenólicos en las dietas se debe principalmente 

a su capacidad antioxidante. Dichos compuestos bloquean los radicales libres y tienen la 

capacidad de quelar los iones de metales de transición, deteniendo así las reacciones de 

cadena oxidativa en las células (Halliwell et al., 2005). Todos los polifenoles estudiados 

muestran una alta actividad antioxidante (Obied et al., 2009).  

El compuesto fenólico más abundante en los extractos de olivo es (3,4-

dihidroxifenil etanol o hidroxitirosol: presenta actividad antioxidante frente al radical 

superóxido generado por el sistema hipoxantina-xantina oxidasa, y frente al  peróxido de 

hidrógeno generado por la reacción del guayacol (de la Puerta et al.,2001); inhibe la 

oxidación del ácido salicílico por el radical –OH (Covas et al., 2000); reduce la 

inactivación de catalasa mediada por ácido hipocloroso; puede actuar sobre especies 

reactivas de nitrógeno como el peroxinitrito (de la Puerta el al., 2001);  

Estas propiedades antioxidantes sugieren que el hidroxitirosol y otros polifenoles 

(verbacosido, ácido elenólico, cicloolivil, ácido caféico, ácido gálico, etc.) que están 

presentes en el olivo podrían tener un papel protector contra la oxidación de las 

lipoproteínas y de esta manera pueden contribuir para la prevención de enfermedades 

cardiovasculares (Covas et al., 2000). Sus propiedades anticancerígenas también son 

evidentes en el contexto de que la generación de radicales libres parece estar involucrada 

en la patología del cáncer, lo que sugiere que estos compuestos fenólicos pueden estar 

relacionados con la baja incidencia de diferentes tipos de cáncer asociados con dietas que 

son ricas en estos compuestos (Owen et al., 2004), al proteger el ADN de las células de 

la próstata del daño causado por los radicales libres, evitando así la actividad mutagénica 

causada por el estrés oxidativo (Quiles et al., 2003) y por la luz ultravioleta (D’Angelo et 

al., 2005). 
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Estos polifenoles también inhiben la agregación plaquetaria (Petroni et al., 1995) 

y presentan propiedades antimicrobianas in vitro contra varios agentes infecciosos del 

tracto gastrointestinal y respiratorio (Furneri et al., 2004). También se les ha atribuido 

una función neuroprotectora (de la Puerta et al., 2001; Vauzour et al., 2010), protección 

digestiva, así como un regulador antihipercolesterolémico y antihiperglucémico del tejido 

adiposo. 

El efecto de la alimentación en la salud se atribuye a la presencia de ciertos 

compuestos que ejercen una acción beneficiosa, los compuestos bioactivos. Dada la 

importancia de los compuestos bioactivos en los sectores de la alimentación y 

farmacéutico, actualmente existe un gran interés en la identificación de nuevos 

compuestos bioactivos y/o en la identificación de nuevas propiedades de los mismos, 

siendo este el marco de actuación en el presente trabajo. 

Los polifenoles contenidos en los extractos procedentes del olivo presentan 

propiedades antioxidantes que hacen que sean candidatos para la investigación de 

enfermedades neurodegenerativas (Sears and Ricordi, 2012) 

Además tienen otras actividades biológicas que le confieren importancia dentro 

de la “Dieta mediterránea“(Visoli, 2001). Se ha demostrado, además de otros efectos 

beneficiosos, el poder protector de la ingesta de flavonoides, compuestas fenólicos 

contenidos en vinos, vegetales y frutas frente a la demencia (Commenges, 2000). 

También se ha encontrado evidencia de actividad anticancerígena de los polifenoles 

extraídos del aceite de olive (Fabiani et al., 2006), mediante la utilización de células de 

leucemia promielocítica humana, en las que se observa inhibición de su crecimiento con 

polifenoles del aceite de oliva virgen. 

Otros autores encuentran efectos positivos también en el uso de polifenoles 

procedentes de las aguas del procesado de aceituna en la línea celular PC12, así, 

sometiendo a dichas células a estrés oxidativo y midiendo la citotoxicidad, se observa una 

cito-protección de las células cerebrales con los extractos (Schaffer et al., 2010). Y 

algunos autores encuentran que los extractos de los residuos del olivo presentan actividad 

antioxidante, mediante ensayos ORAC y DPPH en células umbilicales endoteliales 

humanas (Aldini et al., 2006). 

Otros compuestos naturales tienen efectos antiinflamatorios como algunos ácidos 

grasos como el eicosapentanoico, docosahexanoico, linoleico conjugado y ácidos grasos 
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monoinsaturados, mediante diferentes mecanismos de actuación (Siriwardhanaet al., 

2013). 

Hasta la fecha, las patologías neurodegenerativas de origen multifactorial 

presentan un escenario difícil para establecer estrategias terapéuticas. Sin embargo, los 

mecanismos neuroprotectores pueden tratarse a partir de modificaciones en la dieta. Los 

polifenoles contenidos en los extractos de olivo presentan propiedades antioxidantes que 

los hacen candidatos para la investigación de enfermedades neurodegenerativas (Sears 

and Ricordi, 2012). 

La evaluación in vitro e in vivo de compuestos bioactivos se basa en modelos 

experimentales que reproducen el proceso biológico de interés a través de sistemas que 

son sensibles a factores externos y cuyas posibles fluctuaciones son medibles. El objetivo 

global de este trabajo fue el estudio de la capacidad neuroprotectora de un compuesto 

natural obtenido de las piedras de olivo aplicadas a modelos in vitro en líneas celulares. 

Para hacerlo, se usó la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (94030304, 

ECCC) (Zhang et al., 2007; Cheung et al., 2009), cuya diferenciación conduce a células 

que son similares a las neuronas humanas. 

 El resultado muestra algunas células que presentan un fenotipo neuronal post-

mitótico con una morfología y polaridad bien definidas, y la expresión de marcadores 

neuronales típicos (Gimenez-Cassina et al.,2006). Estas células SH-SY5Y constituyen un 

modelo homogéneo y altamente reproducible de células que son similares a las neuronas 

humanas en cultivo. Hoy en día, se utilizan una multitud de estimulantes apoptóticos para 

estudiar los mecanismos moleculares que conducen a la muerte celular, por ejemplo: la 

retirada de factores tróficos, la privación de oxígeno, el choque térmico o la 

administración de agentes tóxicos que selectivamente causan daño en el ADN o en ciertos 

órganos celulares (Lindahl and Oberg, 1961).  

Para la evaluación del efecto del extracto sobre la apoptosis, se analizaron los 

marcadores genéticos: el gen Bax de la familia proapoptótica ("genes de células de la 

muerte") y el gen Bcl-2 de la familia antiapoptótica ("genes de supervivencia"), por lo 

tanto, el equilibrio entre ambos define el umbral de muerte celular programada (Oltavi et 

al., 1993; Adams and Cory, 1998). El efecto neuroprotector se considera como tal, si la 

relación entre ambas moléculas Bax/Bcl-2 disminuye (Gao et al., 2008). Este estudio ha 
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demostrado el efecto neuroprotector del extracto de huesos de oliva sobre la apoptosis 

inducida por el peróxido de hidrógeno. 

Otros autores han encontrado efectos similares usando diferentes modelos, como 

Schaffer et al. (Schaffer et al., 2010) que usan la línea celular PC12 de las células 

cerebrales para estudiar los polifenoles de las aguas del proceso de oliva.  

Sometieron las células al estrés oxidativo y midieron la citotoxicidad, observando 

una cito-protección de las células cerebrales con extractos. Otros autores han utilizado 

cultivos primarios de neuronas de ratón y sistemas de cultivo mixto de células cerebrales 

enriquecidas por neuronas de Purkinje (Agudo et al., 2002).  

Estas neuronas, que constituyen la única proyección eferente del cerebelo, 

presentan una baja tasa de supervivencia en cultivo, pero constituyen un modelo muy 

interesante para el estudio de las interacciones neurona-glía (Morrison and Mason, 1998) 

y otras funciones neuronales (Bravin et al., 1999). 

Un posible mecanismo de protección contra la apoptosis a describir es la 

inhibición de la enzima glucógeno sintasa quinasa-3 (GSK-3), que provoca un efecto 

protector contra los estimulantes pro-apoptóticos (Bijur and Jope, 2003; Linseman et 

al.,2004). Entonces, después de verificar que la inhibición de GSK-3 aumenta la ingesta 

anaeróbica de glucosa a través de la glucólisis, medida por la liberación extracelular de 

lactato, se analizó este cambio metabólico para ver si es al menos parcialmente 

responsable del efecto neuroprotector contra la muerte por disfunción mitocondrial.  

Al inhibir la vía glucolítica con 2-desoxiglicerol (2-DGlc), se puede observar que 

neutraliza completamente el efecto neuroprotector de la inhibición crónica de GSK-3, 

apoyando la hipótesis de un cambio hacia el metabolismo glucolítico que es menos 

dependiente en la respiración mitocondrial. Además, otro posible mecanismo 

neuroprotector es la posible implicación de la neurotrofina BDNF (factor neurtrófico), 

dado su papel en la señalización anti-apoptótica, así como su efecto neuroprotector en 

algunos modelos de daño neuronal (Chao, 2003; Pérez-Navarro et al., 2005). 

Estudios recientes sugieren que los extractos de olivo inhiben la inflamación y 

reducen el estrés oxidativo, que se ha observado en ratas con isquemia cerebral provocada 

(Mohagheghi et al., 2011). Por ejemplo, los efectos neuroprotectores del extracto seco de 

aceituna en la isquemia cerebral transitoria global en jerbos mongoles (Dekanski et 
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al.,2011), y la evaluación de diferentes parámetros de estrés oxidativo y daño neuronal en 

el hipocampo. Estos efectos se compararon con los de quercetina, que es un flavonoide 

conocido por ser un neuroprotector.  

El tratamiento con este extracto inhibe significativamente la producción de 

superóxido y óxido nítrico, disminuye la peroxidación lipídica y aumenta la actividad de 

la superóxido dismutasa, los efectos son significativamente mayores que los de 

quercetina, lo que indica que ejerce una potente actividad neuroprotectora contra el daño 

neuronal. en el hipocampo después de una isquemia cerebral transitoria global, que puede 

atribuirse a sus propiedades antioxidantes. La mayoría de los estudios sobre los efectos 

de los polifenoles de los extractos de olivo indican que su acción neuroprotectora se debe 

a su capacidad antioxidante al eliminar las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

involucradas en enfermedades humanas (De la Puerta et al., 2001). 

La investigación hasta la fecha se ha centrado más en la reducción de daños que 

en la prevención (Omar et al., 2017).  

En consecuencia, nuestro estudio aborda el daño cerebral mediante un enfoque 

preventivo mediante la adición previa de extractos de oliva biológicamente seguros, con 

el fin de evaluar la capacidad neuroprotectora de los polifenoles presentes en estos 

extractos, principalmente HT, y posteriormente utilizando un modelo de 

neurodegeneración inducida por KA en ratones. El objetivo ha sido estudiar la posible 

defensa antioxidante natural de los productos de oliva ricos en polifenoles. Por lo tanto, 

examinamos el posible efecto neuroprotector de la ingesta previa de extractos de oliva 

ricos en polifenoles en la inducción de daño epiléptico e histológico por KA. 

 

2.5. Efectos de extractos del olivo estudiados por nuestro equipo 

 

2.5.1. Estudio de la actividad antiinflamatoria de extractos del olivo ricos en 

polifenoles 

 

En un primer artículo realizado por nuestro equipo hemos testado  la actividad 

antiinflamatoria de un extracto de naturaleza polifenólica de huesos de oliva.  
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Se incubó la línea celular THP1- XBlue-CD14 (Invitrogen), 80.000 

células/pocillo, provocando inflamación (activación de NF-kb) mediante 0.1 μg/ml LPS 

(lipopolisacárido de E. coli) durante 24 horas. Se evaluó la influencia de la presencia del 

extracto a dos concentraciones 10 y 50 mg/l bioseguras) durante 2 horas a 37 ºC, previa 

(efecto preventivo) y posterior a la activación proinflamatoria (efecto terapéutico) y se 

cuantificó colorimétricamente la actividad de fosfatasa alcalina, que se expresa bajo el 

control del promotor del factor transcripcional de NF-kb.  

Se evalúa el % actividad de NF-kb en ambos efectos, preventivo y terapéutico, 

respecto a cultivos control de células con LPS y sin extracto añadido, que se consideran 

100% de NF-kb.  

Así hemos demostrado que  la capacidad antiinflamatoria preventiva del extracto 

a 50 mg/l es del 25,5% (IC 95% 16,8-34,2) y el efecto terapéutico del 34,9% (IC 95% 

25,3-44,4) para la misma concentración, no presentando actividad significativa a 10 mg/l. 

Pudiendo demostrar el efecto de los polifenoles extraídos de los huesos de aceitunas, en 

la  eliminación de la inflamación a través de la inhibición del factor NF-kB previamente 

activado por LPS a concentraciones de 50 mg/l de polifenoles que previamente se 

mostraron  seguras. 

Como conclusión, se observa actividad protectora frente a la inflamación con 

efecto tanto preventivo como terapéutico (Anexo 1). 

 

2.5.2. Efecto protector de un extracto polifenólico del olivo sobre sistema 

nervioso en pez cebra 

 

Por otra parte, nuestro equipo estudió el efecto de un extracto polifenólico de 

hueso de oliva en el desarrollo del sistema nervioso y frente al daño inducido mediante la 

neurotoxina ácido kaínico, utilizando como modelo animal el pez cebra.  

Hemos analizado el efecto del extracto a la máxima dosis tolerada (100 mg/ml de 

polifenoles) sobre la actividad colinérgica en larvas de pez cebra (72 horas post-

fertilización).  

Se utilizaron  únicamente huevos fecundados sin anomalías. Se incuban 6 

huevos/pocillo en microplaca de 24 pocillos en 2 ml de agua con DMSO (0,1%) a 26 ± 

1º C, utilizando dos grupos de experimentos, uno para medir la influencia de los 
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polifenoles sobre el neurodesarrollo y otro para observar la influencia de neuroprotección: 

a) neurodesarrollo: agua (control) y con 100 mg/ml de extracto, como ensayo; b) 

neuroprotección: agua y ácido kaínico (100 μM) (control) y con 100 mg/ml de extracto 

(ensayo). Todas las incubaciones se realizaron por triplicado. A las 72 h se examinaron y 

verificó la ausencia de anomalías. Las larvas se homogeneizaron en su mismo medio y en 

los sobrenadantes se cuantificó actividad acetilnolinesterasa y concentración de proteínas. 

Como resultado obtuvimos que la cantidad de proteína y la apreciación 

morfológica es análoga en todos los ensayos, indicando un mismo desarrollo. En relación 

al neurodesarrollo, la acetilcolinesterasa en las larvas de pez, con el extracto polifenólico 

es del 162,2% (SD 44,2) respecto a controles (100% de actividad) (p<0,01). Y en relación 

a la neuroprotección, las larvas de pez tratadas con ácido kaínico y extracto polifenólico 

presentan el 140,1% (SD 22,0) de actividad, respecto a las incubadas únicamente con la 

neurotoxina (100%) (p < 0,05). 

De este modo se llegó a la conclusión que los polifenoles extraídos de los huesos 

de aceituna producen incremento de actividad colinérgica durante el neurodesarrollo 

larvario en el pez cebra y protección frente a la neurotoxina ácido kaínico (Anexo 2). 

 

2.5.3. Estudio del efecto protector de los polifenoles del olivo sobre la 

apoptosis en neuroblastoma humano inducido por daño oxidativo 

	

Se ha evaluado la actividad protectora del extracto de un subproducto del olivo, 

como son los huesos de aceitunas, mediante su capacidad de inhibir la apoptosis en la 

línea celular humana de neuroblastoma SH-SY5Y inducida con H2O2.  

Se cultivaron 20.000 cel./pocillo, iniciando diferenciación con ácido retinoico y, 

una vez diferenciadas las células, se ha inducido la apoptosis con H2O2 con extracto y 

sin presencia del mismo. Finalmente se efectúa la obtención de cDNA y el análisis de los 

genes proapoptótico Bax y antiapoptótico Bcl-2. La cuantificación de la expresión génica 

se realiza frente al gen marcador GAPDH. 

Se demostró que la viabilidad celular con el extracto es del 97,6% (SD 5,7) con 

10 mg/l y 62,8% (SD 1,2) a 50 mg/l, utilizando 10 mg/l para el ensayo de biomarcadores. 

Las células de la línea SH-S diferenciadas con ácido retinoico (10 μM), muestran una 

clara apoptosis al ser tratadas con H2O2 150 μM, con una relación Bax/Bcl2 de 3,75 (SD 
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0,80) frente a las células diferenciadas control y sometidas a H2O2 y con extracto que 

tienen la misma relación de 1,02 (SD 0,01-0,03). 

Así pues, hemos podido afirmar que el extracto de huesos de aceitunas presenta 

una actividad antiapoptótica frente a la muerte celular por peróxido de hidrogeno, 

preservando las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y en su estado de normalidad, 

al defenderlas del estrés oxidativo que produce un significativo aumento de la relación de 

genes apoptóticos frente a antiapoptóticos (Bax/Bcl2) (Anexo 3). 
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3. OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
 

3.1. Objetivo general 
 

Se plantea como objetivo general estudiar la posible defensa antioxidante de los 

productos del olivo ricos en polifenoles como candidatos a compuestos neuroprotectores 

y antiinflamatorios  en un modelo de neurodegeneración en ratón por Acido kaínico (KA). 

 

3.2. Objetivos específicos 
 

Este objetivo general se abordó desde varias perspectivas que se plasman en los 

siguientes objetivos específicos: 

- Determinar el posible efecto neuroprotector de la ingesta previa de extractos de 

oliva ricos en polifenoles en la inducción de daño epiléptico por ácido kaínico. 

- Determinar el posible efecto antiinflamatorio de la ingesta previa de extractos de 

oliva ricos en polifenoles en la inducción de daño histológico por ácido kaínico. 
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3.3. Hipótesis 
 

Se plantea como hipótesis que los polifenoles del olivo presentes en extractos del 

mismo actúan como neuroprotectores y con efecto antiinflamatorio frente al daño 

inducido por el ácido kaínico en ratones. 
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4. MATERIAL Y METODOS 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

4.1. Población de estudio 
 

Para el estudio se utilizaron ratones machos sanos. 

 

4.2. Muestra 
 

Se utilizaron treinta y dos ratones machos (Mus musculus) de la cepa FVB / N 

(empresa Janvier), de aproximadamente dos meses de edad. Los ratones fueron alojados 

en un recinto con ciclo de luz / oscuridad de 12 horas, con humedad y temperatura 

controladas y disponibilidad de alimentos y agua ad libitum. Estos animales se aislaron 

y, después de un período de cuarentena de 20 días, se pesaron y distribuyeron de manera 

homogénea, de acuerdo con el peso, en tres grupos de 10 animales para los grupos 

Extracto 1 (E1) y Extracto 2 (E2) y 12 para el grupo control (C). 
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4.3. Variables analizadas 
 

La variable principal fue el daño neuronal producido, medido utilizando los 

siguientes parámetros:  

- progresión en la escala Racine durante los primeros 120 minutos,  

- tiempo de inicio de la primera convulsión,  

- porcentaje de animales con convulsiones,  

- porcentaje de animales con estado epiléptico  

- porcentaje de mortalidad.  

Por otro lado, se ha estudiado la posible prevención del daño histológico en el 

cerebro.  

Las variables secundarias fueron la ingesta de sólidos y líquidos, y el aumento de 

peso. 

 

4.4. Metodología 
 

Se utilizaron dos extractos de oliva (variedad Manzanilla sevillana):  

- Extracto E1 con un contenido total de polifenoles de 1.12 mg/g de extracto y un 

poder antioxidante de 7.4 mg TPTZ/g de extracto. 

- Extracto E2 con un contenido total de polifenoles totales de 83 mg/g de extracto 

y un poder antioxidante de 10 mg TPTZ/g de extracto.  

Con el fin de llevar a cabo el análisis cualitativo y cuantitativo por HPLC ambos 

extractos se disolvieron en metanol a una concentración de 10 mg/ml. Los extractos  se 

filtraron con filtros de nylon de 0,45 micras y las muestras se transfirieron a viales de 

HPLC, realizando la cromatografía en un Cromatógrafo Agilent LC serie 1100 HPLC 

(Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA, EE.UU.) controlado por el software 

Chemstation y equipado con una bomba, inyector automático, horno de termostato y 

detector DE UV-vis DAD que se utilizó para detectar y cuantificar las muestras. SE utilizó 

la columna cromatográfica Agilent Poroshell 120 SB-C18 4.6x150mm 2.7m. Las 

muestras fueron analizadas de modo negativo (Ahmad et al., 2013). 
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Se muestran los cromatogramas obtenidos para cada muestra a una longitud de 

onda de 280 nm (Figura 3), indicando el número máximo que permite su identificación 

en la nota a pie de figura.  

 

 

 

 

Figura 3. Cromatogramas del extracto El y E2 a 280 nm.  

La lista numerada de compuestos identificados en los extractos es la siguiente: 1 

hidroxitirosol; 2 oleuropeína; 3 derivados de lignotrosido; 4 derivados de lignotrosido; 5 

verbacosido; 6 -hidroxi-verbacosido; 7 oleosido; 8 oleuropeinaaglicona; 9 n-z-metil-

oleosido; 10 glucurónido de ligtrosido; 11 diglucósido de oleuropeína; 12 derivado de 

oleosido; y 13 formas de dialdehído de oleuropeinaglicona. 

 

Una vez finalizado el análisis cualitativo, se cuantificó el contenido de los 

extractos en verbascosido, oleuropeína e hidroxitirosol. Para ellos, se utilizaron patrones 

de concentración conocida y se obtuvieron rectas estándar. Los patrones utilizados fueron 

los siguientes: Hidroxitirosol de la casa comercial Sigma-Aldrich, ref. H4291, 

Oleuropeina y Verbacosido de la empresa comercial Extrasynthese. Todas las rectas 

presentaban un ajuste óptimo con coeficientes de regresión superiores a 0,99. Utilizando 

estas rectas patrón, se cuantificó el contenido de estos tres compuestos en los extractos, 

obteniendo los resultados mostrados en Tabla1. 
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La cantidad de polifenoles totales presentes en los extractos en estudio se ha 

determinado utilizando el método Folin-Ciocalteu. Se basa en el hecho de que los 

compuestos fenólicos reaccionan con el reactivo Folin-Ciocalteu, a pH básico, dando 

lugar a una coloración azul que se puede determinar espectrofotométricamente a 765 nm. 

Este reactivo contiene una mezcla de wolframato de sodio y molibdato de sodio en ácido 

fosfórico y reacciona con los compuestos fenólicos presentes en la muestra. El ácido 

fosfomolíbotungstico amarillo (formado por las dos sales en el medio ácido), cuando se 

reduce por los grupos fenólicos, da lugar a un complejo azul profundo, la intensidad de 

la cual medimos para evaluar el contenido de polifenoles (Tabla 1). 

La actividad antioxidante presente en los extractos vegetales se ha analizado 

utilizando el método FRAP (antioxidante reduciendo el poder del hierro o la capacidad 

antioxidante para reducir los iones férricos). La actividad antioxidante se determina como 

aumento lineal de la absorbancia. Dicho ensayo mide la capacidad antioxidante para 

reducir el complejo de hierro Fe3+ - TPTZ (2,4,6-tripyridil-s-triazina o 2,4,6-tripyridyl-

1,3,5-triazina) a un complejo ferroso con coloración azul intensa (Fe2+ -TPZT). El FRAP 

es Fe3+(FeCl3) -TPTZ y la muestra (antioxidante) lo reduce a Fe2+, cuanto más se reduce 

(más coloración azul), más antioxidante es. La línea de calibración se traza con 

concentraciones de FeSO4 (Tabla 1). 
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Tabla1.Composición y características químicas de los dos extractos de aceituna 

utilizados. 

 Extracto1 Extracto2 

Oleuropeina (mg/ml) <0.03 1.2 

Verbacosido (mg/ml) <0.01 <0.01 

Hidroxitirosol (mg/ml) <0.01 0.2 

Total polifenoles (mg PFT/g) 1.7 2.8 

Viscosidad (mpa) 1.5 2.7 

pH 4.58 4.60 

Grado de  acidez/alcalinidad(%w/w) 0.46 0.93 

Capacidad antioxidante  (mM TPTZ/g) 2 10 

 

Los extractos se administraron a los ratones diariamente por sonda oral a una dosis 

de 500 mg/kg para el E1 y 300 mg/kg para el E2, disueltos en 250 μl de tampón fosfato 

(PBS) durante 30 días consecutivos. Los animales se dividieron en tres grupos: 12 en el 

grupo control(C), 10 en el grupo extracto 1 (E1) y 10 en el grupo extracto 2 (E2). Los 

ratones en el grupo control recibieron un volumen equivalente de PBS. Un día antes de 

comenzar la administración de los compuestos, durante los días 10, 20 y 30 de tratamiento 

(antes del sondaje en los tres casos), y cuatro días después del KA, se pesaron los ratones 

y se determinó la ingesta aproximada de alimentos. El consumo promedio diario de agua 

también se determinó durante dos períodos de la administración: del día 1 al 10 y del día 

24 al 29. 
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El día 30 de tratamiento (dos horas después de la sonda oral diaria), se 

administraron 23 mg/kg de KA por vía intraperitoneal a los ratones en los tres grupos.  

 

 

 

Figura 4. Cronograma de la metodología utilizada durante los experimentos. 

 

Los síntomas epilépticos presentados por los ratones se registraron durante 120 

minutos en incrementos de 10 minutos de acuerdo con la siguiente adaptación de la escala 

Racine:  

- 0 = sin síntomas,  

- 1 = inmovilidad,  

- 2 = movimiento continuo de la cabeza (cabeceo);  

- 3 = extensión de las patas delanteras y / o cola y agitación;  

- 4 = convulsiones clónicas y agitación continua;  

- 5 = ataques clónicos-tónicos y saltos incontrolados;  

- 6 = muerte; 
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Además, la condición de los ratones se determinó asignando una puntuación de 

lesión: 

- 0 = movilidad y comportamiento normales;  

- 1 = movilidad normal / aparición de síntomas de dolor;  

- 2 = movilidad solo en respuesta a estímulos / síntomas de dolor intenso;  

- 3 = inmovilidad / síntomas de dolor intenso;  

- 4 = muerte; 

 

 También se realizó un  registro de la mortalidad de los ratones durante los cuatro 

días posteriores a la administración de KA (Racine et al., 1972).  

Además, dos animales del grupo control se utilizaron como control absoluto de la 

normalidad en el estudio histológico. 

Después de 4 días, se contó el número de ratones muertos. Con los sobrevivientes, 

se determinó a nivel neuropatológico el efecto neuroprotector del tratamiento con los 

extractos E1 (n = 8) y E2 (n = 7), comparándolo con los sobrevivientes del grupo control 

con KA (n = 4) y los ratones no tratados(n = 2). Los animales supervivientes se 

sacrificaron por administración intraperitoneal de pentobarbital sódico y se realizó 

perfusión intracardíaca con PBS seguido de fijador GreenFix. Los cerebros se extrajeron 

inmediatamente, se perfundieron y se fijaron en 3,7% de formaldehído en tampón fosfato. 

Luego se incrustaron en parafina y se seccionaron usando un microtomo rotativo (Leica, 

modelo RM2125) con un espesor de 5 micras. 

Se tomaron diez cortes coronales de 5 μm de espesor del hipocampo ventral 

(intraneural: 3,34 mm y bregma: -0,46 mm). Se localizó a continuación la región conocida 

como hipocampo intermedio (intraneural: 1.98 mm y bregma: -1.82 mm) en el que se 

hicieron 10 nuevos cortes. Finalmente, el cerebro fue nuevamente seccionado hasta 

alcanzar la región conocida como hipocampo dorsal (Intraneural: 1.5 mm y bregma: -2.3 

mm). 

Los cortes incluidos en parafina se desparafinaron y deshidrataron para la tinción 

con hematoxilina eosina (H&E) para estudiar el daño morfológico (García-Moral, 1993). 

Las secciones se vieron bajo un microscopio vertical AxioImager Z1 con lentes objetivo 

4x, 10x, 20x y 40x y se tomaron las fotos representativas correspondientes. 



50 
 

Primero, la tinción H&E se usó para buscar la posible presencia de células 

picnóticas/apoptóticas en las regiones del cerebro afectadas principalmente por KA, como 

el hipocampo (regiones CA1, CA3 y giro dentado), la corteza y la región amigdaloide. 

Posteriormente, se realizó un estudio cuantitativo del número de ratones en cada grupo. 

 

4.5. Análisis estadístico 
 

Las variables cuantitativas se describieron utilizando medias y desviaciones 

estándar, y las variables cualitativas utilizando frecuencias absolutas y relativas. Para 

evaluar la posible influencia del tratamiento, se hicieron comparaciones con el grupo de 

control utilizando la prueba t de student para las variables cuantitativas y la prueba de 

Chi-cuadrado para las variables cualitativas.  

Para analizar las variables ordinales con medidas repetidas a lo largo del tiempo 

(escala de Racine y puntaje de lesiones), se estimaron modelos mixtos de enlaces 

acumulativos, que consideran la variabilidad del individuo, la del parámetro en sí, el 

tiempo transcurrido desde la administración de KA y el efecto de los diferentes 

compuestos.  

A través de estos modelos, se calcularon las probabilidades de cada uno de los 

eventos en las dos escalas. Estas probabilidades se usaron para crear figuras que ayudaran 

a interpretar los resultados.  

En estos modelos, el tiempo se usó como un efecto fijo. Dado que la posible 

magnitud del efecto no se conocía de antemano, no se realizó un estudio previo del 

tamaño de la muestra, considerándolo adecuado a posteriori si se cumplía el objetivo 

propuesto (para mostrar el efecto protector de los extractos sobre el estado epiléptico 

inducido). 

 

4.6. Consideraciones éticas 
 

La investigación cumplió con los procedimientos legales y éticos establecidos y 

se llevó a cabo bajo PG-NBP-13 incluido en el Sistema de Gestión de Calidad de I + D + 

i (ref. 166002) de la empresa NeuronBio, certificación ENAC. El procedimiento fue 
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aprobado por el Comité de Ética de Experimentación Animal de la Fundación de 

Investigación del Hospital Universitario y Policlínica La Fe (Valencia, España) (número 

de código: ES462500001013). 
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5. RESULTADOS 
 

5.1. Estudio de la ingesta y variación del peso 
 

No se encontró variación de peso durante el seguimiento de los ratones adultos en 

ninguno de los tres grupos estudiados. El peso medio de cada grupo antes del inicio del 

tratamiento fue de 26.7 ± 0.7 g (p = 1.000). La ingesta de alimentos fue idéntica en los 

tres grupos, aumentando de 3.4 ± 0.1 a 4.3 ± 0.1 g / día (p = 0.457). Del mismo modo, el 

consumo aproximado de agua fue idéntico en los tres grupos (p = 0,656), aumentando en 

la misma proporción que el consumo de sólidos y de la misma manera en los tres grupos. 

5.2. Síntomas epilépticos tras la administración de ácido kaínico 
 

Después de la administración de los extractos durante 30 días, se indujeron 

convulsiones con KA en los grupos de intervención y control y se registraron los síntomas 

epilépticos de los ratones durante los siguientes 120 minutos (Figura 4). 

Descriptivamente, los tres grupos de ratones mostraron una progresión similar en la 

aparición de síntomas epilépticos durante los primeros 50 minutos. Los animales 

comenzaron a mostrar movimiento de cabeza continua asintiendo y movimiento 
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incontrolado de la mandíbula. Entre 10 y 20 minutos después del KA, los ratones 

mostraron pequeños espasmos en los que se observaron fenómenos de cría (aumento de 

movimiento en sus patas traseras y pérdida de equilibrio, caída y recuperación de la 

verticalidad rápidamente), así como extensión de la cola y temblores (espasmos o 

sacudidas aisladas). Entre 30 y 50 minutos, mostraron las primeras convulsiones leves 

(convulsiones clónicas) que se generalizaron con el tiempo. Este síntoma incluyó la 

aparición de fenómenos de espasmos continuos a lo largo del tiempo y la pérdida de 

verticalidad en la que el ratón exhibía movimientos incontrolados de una extremidad o 

caminaba en círculos.  

Entre 50 y 70 minutos, los síntomas epilépticos se acentuaron particularmente en 

el grupo control. Durante este tiempo, aparecieron convulsiones severas en las que el 

ratón saltó incontroladamente con pérdida de verticalidad (salto y alzamiento  continuos). 

Después de 70 minutos, algunos ratones en los grupos tratados mostraron una 

disminución considerable de los síntomas epilépticos. Sólo cuatro ratones en el grupo de 

tratamiento E1 y seis ratones en el grupo de tratamiento E2 mostraron convulsiones leves 

al final de 120 minutos, mientras que los 10 animales en el grupo control tuvieron 

convulsiones leves. 
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Figura 5. Evolución de los valores de la escala Racine en los minutos posteriores a la 

inyección de ácido kaínico (KA) en el grupo control y en los grupos tratados previamente 

con extractos E1 y E2. 

Negro, control; Azul, Extracto 1; Rojo, Extracto 2. 

* p> 0.05 control vs Extracto 1; # p <0.05 control vs Extracto 2. 

 

La Figura 5 muestra el valor de puntuación Racine del efecto antiepiléptico de los 

extractos versus el control. Teniendo en cuenta los datos de las mediciones repetidas de 

los diferentes ratones en un modelo matemático (análisis inferencial), encontramos que 

en todos los puntos de tiempo, el grupo de control tenía un mayor riesgo de sufrir un 

evento epiléptico en comparación con los grupos que recibieron el compuestos (p <0.001 

en general) y, entre estos, el primer extracto tuvo el mayor efecto protector (E1 vs Control, 

p = 0.003; E2 vs Control, p = 0.051). 
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Figura 6. 

Efecto antiepiléptico de la administración oral por sonda de los extractos estudiados, 

analizados utilizando datos de convulsiones y movimientos no controlados medidos de 

acuerdo con la escala Racine, en un modelo matemático (análisis inferencial).Azul, 

control; Verde, Extracto 1; Rojo, Extracto 2. 

 

 

5.3. Muerte después de suministrar ácido kaínico 
 

Al analizar la mortalidad en los ratones durante los primeros cuatro días después 

de la administración de KA, se observó  un porcentaje más alto en el control que en los 

grupos tratados con los extractos, siendo E1 una vez más él más efectivo, como se muestra 

en la Figura 7. 
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Figura 7. Porcentaje de muertes ocurridas durante los cuatro días posteriores a la 

administración de ácido kaínico (KA). 

Azul, control; Verde, extracto 1; Rojo, extracto 2. 

 

5.4. Daño epiléptico general después de la administración de ácido 
kaínico 

 

En los tres parámetros analizados, hubo menos daño epiléptico (puntaje de lesión) 

en los ratones con extractos, lo que se volvió significativo en el estudio del estado 

epiléptico (p <0.001, en general). El efecto protector se analizó evaluando la puntuación 

neurológica del daño inducido en los tres grupos durante los cuatro días posteriores a la 

administración de KA. Los datos se muestran en la Figura 8. Aquí podemos ver cómo la 

administración previa de los extractos protegió contra lesiones en comparación con el 

control, y fue mayor en E1 que en E2 (E2 vs Control, p = 0.053; E1 vs Control, p = 0.013). 



60 
 

 

Figura 8. Efecto protector de la administración por sonda oral de extractos durante cuatro 

días después de la lesión inducida por KA en un modelo matemático (análisis 

inferencial).Azul, control; Verde, extracto 1; Rojo, extracto 2. 

 

En general, todos los ratones del grupo de control experimentaron síntomas de 

dolor y movilidad reducida desde el día siguiente a la administración de KA. Además, 

estos síntomas de dolor empeoraron en el transcurso de los días en algunos animales 

mientras que otros murieron. Los ratones tratados con E1 y E2 generalmente mejoraron. 

En cuanto a la cantidad de ratones en cada grupo que mostraron daño por KA, la Tabla 2 

muestra la cantidad de animales que murieron por el efecto de KA y aquellos que 

presentaron daño neuronal. De los ratones expuestos a KA, el 60% murió y el 40% tenía 

daño neuronal en el grupo control. Con la presencia previa de extractos, 50% para E1 y 

40% para E2 mostraron protección total, 30% en ambos grupos de extractos mostraron 

daño neurológico y 20% y 30%, respectivamente, murieron. 
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Tabla 2. Número de ratones que murieron o presentaron daño neurológico con ácido 

kaínico (KA) y en presencia de extractos de aceituna. 

 Control + KA E1 + KA* E2 + KA** 

Sin daño neurológico 0 5 4 

Daño neurológico 4 3 3 

Muerte 6 2 3 

* Control+KA vs E1+KA Chi square = 7.143; p=0.028. 

** Control+KA vs E2+KA Chi square = 5.143; p=0.076. 

 

5.5. Daño histológico producido por ácido kaínico 
 

Los animales supervivientes a los 4 días tras la inoculación del KA fueron 

sacrificados y sus cerebros procesados para la realización de estudios histopatológicos de 

detección de muerte celular (H&E), y de inflamación/astrogliosis (GFAP). 

Para determinar la posible presencia de células picnóticas/apoptóticas por tinción 

de H&E, se observó que las regiones del cerebro afectadas principalmente por KA eran 

el hipocampo (regiones CA1, CA3 y giro dentado), la corteza y la región amigdaloide. 

La Figura 9 muestra una prominente astrogliosis reactiva y microgliosis en el hipocampo 

de ratones normales inyectados con KA con signos claros de aumento del estrés oxidativo 

y cambios morfológicos neuronales (histopatogenia inducida por KA) (Columna 2), 

especialmente en CA1, CA3 y la circunvolución dentada, que en contraste, no se observan 

en presencia de ambos extractos (columnas 3 y 4) que se asemejan a las imágenes del 

grupo control sin inducción (columna 1). 
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Figura 9. Imágenes representativas de las regiones CA1, CA3 y circunvolución dentada 

del hipocampo, la corteza motora y la región amigdaloide teñidas con H&E para cada uno 

de los grupos de ratones estudiados (Columna 1, Control; Columna 2, control con ácido 

kaínico; Columnas 3 y 4 ácido kaínico con extracto E1 y E2). 

 

Se realizó un estudio cuantitativo del número de ratones de cada grupo que 

mostraron dicho daño tal y como muestra la figura 9. 
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Figura 10.Efecto neuroprotector de los compuestos 1 y 2 en el modelo de KA 

mediante el estudio de los cerebrosteñidos con H&E.  

 

En ella, se muestra el porcentaje de animales de cada grupo que no presenta daño 

en el cerebro así como el porcentaje de animales de cada grupo con daño en el cerebro y 

el porcentaje de animales que murieron por efecto del KA. El número total de animales 

estudiados es: 2 ratones grupo control EDAD sin KA; 10 ratones grupo control + KA; 

10ratones grupo compuesto 1 + KA; 10 ratones grupo compuesto 2 + KA. 

 

5.6. Neuroinflamación producida por ácido kaínico 
 

Para estudiar el efecto de los extractos sobre la astrogliosis inducida por KA, se 

realizó una tinción inmunohistoquímica contra GFAP presente en los astrocitos. La 

Figura 11  muestra imágenes representativas de la tinción de GFAP en el hipocampo de 

cada uno de los grupos de ratones estudiados. En la Columna 2, se puede ver que los 

animales inoculados con KA mostraron un alto número de astrocitos activados en el 

hipocampo, la corteza motora y la región amigdaloide. Los animales del grupo  control 

de la misma edad que no fueron inoculados con KA solo mostraron la presencia de 

astrocitos en el hipocampo, aunque en menor número y con menor intensidad de señal. 

Además, se verificó que la aparición de esta astrogliosis se concentró principalmente en 

las regiones en las que se detectó daño neuronal a través de la tinción H&E. Por el 
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contrario, los ratones tratados con E1 y E2 habían disminuido la astrogliosis en todas las 

regiones. 

 

 

 

Figura 11. Tinción inmunohistoquímica de GFAP en los astrocitos del hipocampo, la 

corteza motora y la región amigdaloide, en ratones control, ratones tratados con ácido 

kaínico y ratones tratados con extractos E1 y E2 antes de la administración de ácido 

kaínico (Columna 1, Control; Columna 2, Control con ácido kaínico; columnas 3 y 4, 

grupos de ácido kaínico con extracto E1 y E2, respectivamente). 
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La administración de E1 y E2 redujo la neuroinflamación inducida por KA, como 

se muestra en la Figura 12, que presenta la cuantificación de la tinción 

inmunohistoquímica contra GFAP. 

 

 

 

Figura 12. Cuantificación de la astrogliosis utilizando la escala numérica para la tinción 

inmunohistoquímica contra GFAP en el hipocampo, la corteza motora y la región 

amigdaloide en ratones control, ratones con ácido kaínico y ratones con extractos E1 y 

E2 antes del tratamiento con ácido kaínico. 
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6. DISCUSION 
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6. DISCUSIÓN 
 

6.1. Resumen 
 

Podemos afirmar que los dos extractos de aceitunas estudiados tienen actividad 

neuroprotectora contra la neurotoxicidad de KA en ratones, minimizando los síntomas 

epilépticos e incluso aumentando la supervivencia. El tratamiento con estos extractos 

durante un mes redujo significativamente la aparición de síntomas epilépticos y 

mortalidad asociados con el daño neuronal causado por KA, lo que induce la generación 

de especies reactivas de oxígeno asociadas con el daño neuronal (Ueda et al., 2002). 

Nuestros resultados sugieren que ambos extractos estudiados protegen al cerebro de la 

pérdida de neuronas características del tratamiento con KA en las regiones CA1, CA3 y 

giro dentado, lo que indica el posible efecto neuroprotector de los extractos observados 

histológicamente en la tinción H&E. Del mismo modo, en la tinción inmunohistoquímica 

contra la proteína GFAP, ambos extractos ricos en polifenoles presentaron un efecto 

antiinflamatorio que redujo la astrogliosis reactiva (un proceso de proliferación e 

hipertrofia de los astrocitos característicos del daño neuronal). Estos resultados sugieren 

un posible papel preventivo y / o terapéutico para los extractos ricos en polifenoles 

estudiados en procesos patológicos de daño oxidativo e inflamación. 
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6.2. Fortalezas y limitaciones 
 

La principal fortaleza de este estudio es el concepto de investigación que incluyó 

el uso de extractos de oliva ricos en antioxidantes polifenólicos en la prevención del daño 

neurológico causado por KA. Hasta ahora, esta línea de investigación no se había 

utilizado en el estudio del posible efecto preventivo, solo en el tratamiento del daño 

existente; actualmente, el daño neuronal se trata una vez ha ocurrido ese deterioro. 

Sin embargo, creemos que es de gran interés el estudio de un posible efecto 

preventivo contra un daño neurológico antes de que se produzca ese mal. 

Como otras fortalezas, cabe señalar que, como en el presente estudio, los extractos 

utilizados previamente han demostrado ser biológicamente seguros (Veciana-Galindo et 

al., 2014). 

También, hay que hacer constar que el análisis estadístico se realizó durante el 

seguimiento después de la inyección de KA.  

Otra fortaleza de este estudio es el uso de medidas cuantificables y reproducibles 

de daño neuronal, como lo es la escala de daño neurológico utilizado y la observación 

directa por tinción histológica de cambios morfológicos en áreas del cerebro. 

Como limitaciones, indicamos el pequeño tamaño de la muestra, que se resolvió 

con los buenos resultados obtenidos. En ese sentido debemos hacer constar la necesidad 

de llegar a un equilibrio entre los objetivos planteados y el número de animales a utilizar 

por razones éticas. 

Además, estos ensayos deben repetirse en modelos animales superiores para 

extrapolar estos resultados a su posible aplicación clínica. 

 

6.3. Comparación con la literatura. 
 

La asociación entre polifenoles naturales y neuroprotección ya ha sido 

ampliamente estudiada en la literatura. En particular, los polifenoles naturales atenuaron 

significativamente el deterioro cognitivo y la carga de beta-amiloide (Ramassamy, 2006; 
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Wang et al., 2008). El ácido rosmarínico también ejerce un efecto neuroprotector en ratas 

en las cuales el estado epiléptico es inducido por KA.  

Este efecto neuroprotector parece estar relacionado con sus propiedades de 

eliminación de radicales libres y su capacidad para modular algunos de los eventos en 

cascada intracelulares que conducen a la muerte neuronal (Khamse et al., 2015). En un 

estudio previo con extractos de aceituna, pero sin tratamiento preventivo, en un modelo 

de pez cebra en el que se indujo daño neuronal con KA, se demostró que los polifenoles 

extraídos de hueso de aceituna producían un aumento de la actividad colinérgica durante 

el desarrollo neurológico, actuando como neuroprotector (Cortés-Castell et al., 2014). 

También se ha analizado el uso de sulforafano. Este antioxidante comprobado, 

derivado del brócoli y otras verduras crucíferas, induce genes sensibles al Nrf2 en el 

cerebro de la rata. Administrado en una dosis única 15 minutos después de la isquemia, 

inducida por daño oxidativo, el sulforafano reduce significativamente el volumen de 

infarto cerebro vascular en roedores (Zhao et al., 2006). 

El papel de otro polifenol, la curcumina, se ha analizado en un modelo de epilepsia 

en ratones, y se ha observado que la curcumina atenúa las convulsiones inducidas por 

KA, el estrés oxidativo y la consiguiente muerte neuronal (Shin et al., 2007). Los 

ginsenósidos (saponinas terpenoides de Panax ginseng) se han estudiado ampliamente en 

modelos de epilepsia in vivo, lo que demuestra que atenúan la actividad de las 

convulsiones inducidas por KA (Lian et al., 2006; Shi et al., 2018).  

La actividad de los ginsenósidos purificados individuales y las mezclas de estos 

ginsenósidos se examinó una hora antes del daño inducido por KA, pilocarpina o 

pentilenetetrazol, y se encontró que el mayor efecto anticonvulsivo se obtuvo con una 

mezcla de ginsenósidos (Lian et al., 2006). Esto apoya la sinergia de los polifenoles y el 

uso de extractos complejos, en lugar de polifenoles purificados, como se ha realizado en 

el presente estudio. Se ha observado que el efecto de los ginsenósidos ocurre a través de 

la vía de señalización de Nrf2 / ARE, por incubación durante 10 minutos antes de la 

inducción del daño neural con pentilenetetrazol (Shin et al., 2009). 

El hidroxitirosol, uno de los principales polifenoles en las aceitunas, se ha 

utilizado con éxito en el tratamiento temprano de la enfermedad de Parkinson. La 

administración de hidroxitirosol produce sustancialmente efectos beneficiosos sobre 

rendimiento conductual y neuropatología, informados previamente en ratones TgCRND8 



71 
 

alimentados con oleuropeína aglicona, resultando una neuroprotección comparable 

(Nardiello et al., 2018). El hidroxitirosol sugiere posibles aplicaciones para la prevención 

o el tratamiento potencial de enfermedades amiloides, o como una estructura molecular 

modelo para el diseño de moduladores mejorados (Orsini et al., 2018). 

También se ha demostrado la inhibición de las enzimas implicadas en la 

patogénesis de la enfermedad de Alzheimer por los biofenoles del olivo, incluidas la 

enzima productora beta amiloide primaria, la β-secretasa y las enzimas de progresión de 

la enfermedad, como acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, histona desacetilasa y 

tirosinasa junto con la catecolamina L-DOPA. Por lo tanto, los biofenoles de oliva podrían 

ser un inhibidor natural prometedor, que puede reducir la toxicidad inducida por enzimas 

asociada con el estrés oxidativo involucrado en la progresión de la enfermedad de 

Alzheimer (Omar et al., 2018).  

Un reciente estudio in vivo en ratas macho Sprague-Dawley reveló el enorme 

efecto antioxidante del extracto de hoja de olivo que disminuye el estrés oxidativo y la 

lesión cardíaca, hepática y renal inducida por la doxorrubicina (Kumral et al., 2015). 

Actualmente existe una patente en la que se destaca la importancia de los polifenoles 

derivados de las aceitunas en las enfermedades neurodegenerativas (Crea, 2017). 

 

6.4. Implicaciones para la investigación y la práctica clínica. 
 

Dado el carácter antioxidante y neuroprotector de nuestros extractos pueden ser 

incluidos en la dieta de personas sanas como complemento nutricional, para junto con las 

medidas higiénico-dietéticas de vida sana, ayudar a prevenir el estrés oxidativo presente 

en la vida cotidiana. 

Además nuestros resultados sugieren que dichos extractos pueden jugar un papel 

neuroprotector profiláctico en los procesos patológicos de daño oxidativo e inflamación, 

con perspectivas futuras para la prevención de enfermedades neurodegenerativas 

crónicas, como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington o la 

enfermedad de Parkinson, que tienen en común la generación de estrés oxidativo (Choi 

et al., 2012), siendo candidatos para ser utilizados como complementos nutricionales y  

como coadyudantes de las terapias existentes. 
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Por otro lado en la lesión cerebral traumática, se está estudiando la terapia 

antioxidante en las 24 horas posteriores al trauma, específicamente con ácido lipofílico 

(Rocamonde et al., 2013). Como resultado de su alto poder antioxidante, otra opción 

podrían ser los extractos de oliva utilizados como terapia antioxidante durante las 24 horas 

posteriores a un trauma en la cabeza.  

Claramente, es necesario realizar muchos ensayos en animales de 

experimentación antes de que su efectividad pueda validarse en humanos, siendo esta una 

línea de investigación que nos parece que puede ser de gran interés.  

Otra posible aplicación sería como un nootrópico, dado el alto contenido de 

hidroxitirosol de nuestros extractos y el hecho de que cruzan la barrera hematoencefálica, 

ya que se observan diferencias histológicas en el cerebro. Es decir, podrían usarse como 

potenciadores de las funciones cerebrales: atención, rendimiento intelectual, memoria, 

etc… 

Todos estos puntos, abren un amplio campo de investigación, y es esencial 

comprender los mecanismos de acción y la variedad de sustancias presentes en los 

extractos de oliva que tienen las actividades protectoras descritas anteriormente. Creemos 

que sería interesante determinar en qué rutas moleculares estarían implicados dichos 

compuestos en los cerebros de ratones tratados con KA y si estas rutas se modifican 

cuando los ratones han sido suplementados previamente con extractos del olivo. 

Por último, y no por ello de menor interés o importancia, creemos que el problema 

se incrementa con el hecho ya demostrado por algunos investigadores del efecto sinérgico 

entre las diferentes biomoléculas presentes en los extractos, lo cual complica el estudio 

de los mecanismos de acción de cada uno de los componentes de los extractos.  

 

 

 

 

 

 



73 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
7. CONCLUSIONES	

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSIONES 
 

7.1. La administración de extractos de oliva no alteró la ingesta de alimentos y 

líquidos ni la evolución normal del peso de los ratones durante 30 días, lo que demostró 

que estos extractos no influyeron en el estado general de salud de los ratones. 

 

7.2. Los extractos de oliva ricos en polifenoles, producen una disminución de 

los síntomas epilépticos inmediatamente después de la inducción por ácido kaínico. 

 
7.3.  Dichos extractos previenen la muerte en los ratones tratados en los días 

posteriores a la inducción con ácido kaínico. 

 

7.4. Se constata una disminución del daño histopatológico producido por el 

ácido kaínico en los ratones tratados previamente con extractos del olivo. 

 

7.5. Se puede afirmar que los extractos procedentes del olivo ricos en 

polifenoles muestran neuroprotección y una disminución en la neuroinflamación causada 

por ácido kaínico en un modelo de ratón, confirmándose la hipótesis del trabajo. 
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8. ANEXO 
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