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RESUMEN

El ejercicio fisico presenta una serie de beneficios que pueden aplicarse para el tratamiento de
diversas patologias, puesto que no tiene efectos secundarios y ademas su coste econdémico es
muy bajo. Sin embargo, es necesario conocer cudles son las bases moleculares de los efectos del
ejercicio para poder realizar una prescripcion eficaz de ejercicio en funcion de la patologia. La
autofagia esta implicada en diversas rutas metabdlicas que participan en los efectos del ejercicio
de resistencia y del ejercicio de fuerza. Por ello, analizamos dos tipos diferentes de
entrenamiento, fuerza y resistencia, en un grupo de ratones salvajes y de ratones Atg4b™, con una
deficiencia parcial en la via autofagica. Ambos tipos de entrenamiento fueron eficaces, si bien
los ratones Atg4b™ respondieron al ejercicio con una capacidad de mejora menor con respecto a
los ratones de tipo salvaje. Ademaés, analizamos el cerebro de estos animales para valorar los
efectos del ejercicio en el proceso de neurogénesis en el giro dentado del hipocampo. Este
analisis nos permitié observar que algunos animales deficientes en Atg4b presentaban una
morfologia del giro dentado anémala, que no habia sido descrita anteriormente.

SUMMARY

Physical exercise benefits can be applied for the treatment of different diseases, since it has not
side effects and its cost is very low. However, it is necessary to know molecular bases of
exercise’s effects, with the aim of providing a better exercise prescription depending on
pathology. Autophagy is implicated in metabolic routes which participate in endurance and
resistance exercises. Thus, we have carried out resistance and endurance training protocols in a
small group of wild-type and Atg4b”™ mice, which show a partial impairment of the autophagic
pathway. Both types of training were effective, although Atgdb™ mice have shown a lower
improvement than wilde-type mice. Moreover, brain samples were analyzed for exercise-
associated effects on dentate gyrus neurogenesis. In this case, we have found that some of the
Atg4b” mice have an abnormal dentate gyrus that has not been described before. Thus, more
studies are needed to decipher if this morphological alteration have implication on neurogenesis

and on exercise response.



INTRODUCCION

Nuestro grupo de investigacion esta interesado en los efectos que tiene el ejercicio a diferentes
niveles, ya sea en personas sanas o en personas con algun tipo de patologia, como por ejemplo
diabetes, hipertension y enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, es necesario que la
prescripcion de ejercicio se adecue a la situacion particular de cada individuo, para que tenga los
efectos beneficiosos que se le atribuyen. Para realizar una prescripcion adecuada, debemos

conocer como el organismo responde al ejercicio a nivel molecular.

Beneficios del ejercicio fisico

Existen numerosas evidencias que demuestran que el ejercicio regular tiene numerosos
beneficios para la salud, como el mantenimiento del rendimiento fisico o la prevencion y la
mejora de diversas patologias, entre las que se encuentran las enfermedades cardiovasculares, la
diabetes, algunos tipos de cancer y las enfermedades neurodegenerativas. De hecho, poseer una
buena forma fisica es un indicador de buena calidad de vida. El entrenamiento fisico es capaz de
inducir diferentes adaptaciones fenotipicas a nivel del mdsculo esquelético, entre las que se
encuentran la biogénesis mitocondrial y la transformacion del tipo de fibra en el masculo, la

angiogénesis o la neurogénesis entre otros (Lira y cols., 2013).

Existen diferentes clases de ejercicio, y cada uno de ellos causa efectos y beneficios distintos en
el organismo. Principalmente se pueden clasificar en seis grupos: fuerza, resistencia, velocidad,
flexibilidad, coordinacion y equilibrio (Figura 1). El presente Trabajo Fin de Méster se centra en

dos de ellos, el ejercicio de fuerza y el ejercicio de resistencia.
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Figura 1. Clases de ejercicio. Los diferentes tipos de ejercicios se pueden clasificar, segtn los
efectos y beneficios que causan sobre el organismo, en: resistencia, fuerza, coordinacion,
velocidad, equilibrio y flexibilidad. Figuras realizadas por el Dr. Fernandez.

El ejercicio de fuerza se caracteriza por utilizar fundamentalmente las fibras de tipo Il. Por ello la
regeneracion de ATP se realizara por las rutas metabdlicas anaerdébicas, como es la via lactica, y
en menor grado utilizara el metabolismo aer6bico glucolitico y oxidativo. Entre los beneficios
que produce el entrenamiento de fuerza cabe destacar el aumento de la masa muscular, de la
densidad 6sea y del metabolismo de la glucosa, hecho relevante en patologias como la diabetes

(Bruusgaard y cols., 2010).

En cambio, el ejercicio de resistencia es de tipo aerdbico, lo que indica que se requiere la
presencia de oxigeno para las diferentes rutas metabdlicas que se llevan a cabo (lipolitica y
glucolitica), y en él intervienen las fibras musculares de tipo I. Ademas, los beneficios descritos
para este tipo de ejercicio no solo se refieren al musculo esquelético, sino que también ejerce
acciones a otros niveles. Por ejemplo, se ha descrito su papel en la regulacion de la inflamacion,
ayudando a prevenir patologias cardiovasculares (Gleeson y cols., 2011; Pedersen y Febbraio,
2012); en la disminucion tanto de la ansiedad como de la depresion; en el incremento de la
neurogénesis (Kempermann y cols., 2010), ya que, entre otras cosas, el ejercicio de resistencia
induce un incremento del flujo sanguineo hacia el cerebro (Aimone y cols., 2014); asi como en el

aumento los niveles de factores de crecimiento, como el factor neurotréfico derivado del cerebro
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(BDNF), fundamental para la supervivencia, el crecimiento y la sinaptogénesis neuronal y el
musculo esquelético. Incluso, el ejercicio tiene un importante papel en la homeostasis energética

de todo el organismo (Pedersen y cols., 2009; Mattson, 2012).

Una de las claves para poder determinar el por qué de los beneficios del ejercicio es conocer
como actla a nivel molecular. Existen diferentes vias mediadas por el ejercicio, y en cada una de
ellas participan distintas proteinas reguladas por el tipo de entrenamiento que se realiza. En el
caso del entrenamiento de fuerza, uno de los complejos principales que se activa es mTOR
(mammalian target of rapamacyn), que se encarga de integrar las sefiales de la situacién
energética de la célula y de estimulos ambientales (nutrientes, factores de crecimiento, ejercicio,
etc.), para controlar la sintesis y la degradacion de proteinas, y por supuesto el crecimiento
celular. En cambio, durante el ejercicio de resistencia una de las enzimas que se activa es la
AMPK (5" AMP-activated protein kinase), que funciona como un indicador de combustible
metabdlico, al activarse cuando se produce una disminucién de los niveles energéticos. AMPK
inhibe las vias de consumo de ATP vy activa vias implicadas en el catabolismo de carbohidratos y
acidos grasos para restaurar los niveles de ATP (Hawley, 2009).

Tanto mTOR como AMPK son proteinas involucradas en un gran nimero de rutas que estan
relacionadas con el metabolismo celular. Debido a esto se ha observado que algunos de los
beneficios que aporta el ejercicio se solapan con otras funciones protectoras celulares, como es el
caso de la via de la autofagia, en la que también son imprescindibles mMTOR y AMPK. A esto
hay que afiadir que se ha demostrado que el ejercicio es un inductor de la autofagia en varios
tejidos y 6rganos como musculo estriado y cardiaco, higado, pancreas, tejido adiposo o cerebro,
(He ycols., 2012a; Lira y cols., 2013).

Proceso de autofagia y su regulacion

La autofagia es una via de degradacion responsable de la digestion y del reciclaje de proteinas y
de organulos defectuosos, asi como de patdgenos intracelulares, mediante autofagosomas. Es un

proceso esencial para la supervivencia celular, ya que mantiene la homeostasis intracelular,



permitiendo eliminar proteinas y estructuras celulares dafiadas que tienden a formar agregados.
A su vez, es un proceso importante para el mantenimiento del equilibrio energético ante el déficit
de nutrientes. De hecho, la via de la autofagia se identific6 como un mecanismo inducido por
falta de nutrientes celulares. También es vital en etapas tempranas del desarrollo embrionario
(Menzies y cols., 2015). Algunos estudios han demostrado que la pérdida de autofagia esta
implicada en el desarrollo de numerosas patologias, desde enfermedades infecciosas hasta
neurodegeneracion o cancer (Ravikumar y cols., 2010). Ademas, en el tejido muscular produce
un desarrollo anormal del musculo cardiaco y una atrofia del musculo esquelético (He y cols.,
2012a).

Hasta el momento, se sabe que la regulacion de la autofagia se produce gracias a mas de treinta
genes diferentes, algunos de los cuales estan implicados en varias rutas metabdlicas. Todos ellos
se pueden agrupar dependiendo de la etapa de la autofagia en la que estan implicados: iniciacion
del autofagosoma, elongacion, maduracién y fusion con el lisosoma. El inicio de la autofagia

comienza con la formacion del autofagosoma mediante la fusién de vesiculas procedentes de
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Maduracion de autofagosomas y lisosomas
Figura 2. Formaci6n del autofagosoma y fusion con el lisosoma. Para que la autofagia se lleve a cabo es
necesaria la interaccion de diversas proteinas que dan lugar a la formacion de complejos como Beclinl-
Vps34, imprescindible en la etapa de iniciacion, o Atg5-Atg12-Atg16L1, fundamental en la elongacion del
fagoforo. Una vez formado el autofagosoma se fusiona al lisosoma, que previamente se encontrara en
estado de acidificacion. Imagen modificada de Ravikumary cols., 2010.




diferentes organulos, entre los que se cree que se encuentran el reticulo endoplasmico o las
mitocondrias, cuando se estd en estado de ayuno. Para que se lleve a cabo este proceso se
requiere un nimero elevado de distintas proteinas y enzimas que interactlan unas con otras para
activarse, inhibirse y unirse, dando complejos como el Beclinl-Vps34 o el FIP200-ULK1,
integrado por las proteinas Atgl3, ULK1 o su homologo ULK2 y FIP200 (Ravikumar y cols.,
2010; Menzies y cols., 2015).

Una vez fusionadas las vesiculas, se forma un saco aplanado y membranoso llamado fagé6foro al
que, a su vez, se fusionan otras vesiculas adicionales hasta formar una estructura de doble
membrana, el autofagosoma, capaz de englobar fracciones de citoplasma (Figura 2). Esta etapa
es la de elongacion y, al igual que en la iniciacion, intervienen multitud de proteinas que
interactlan y dan nuevos complejos imprescindibles. Es el caso de la proteina Atgl2, que es
activada por Atg7 y transferida por Atgl10, para después unirse a Atg5 y conjugarse, a su vez,
con Atgl6Ll. Asi se forma el complejo Atg5-Atgl2-AtgléLl, fundamental para que se
produzca la elongacion del pre-autofagosoma, y una vez formado el autofagosoma se disocia del
mismo. Posteriormente, el autofagosoma se fusiona con el endosoma para formar un organulo
hibrido denominado anfisoma, el cual es dirigido por los microtibulos hacia el lisosoma, en

estado de acidificacion, degradandose el contenido (Menzies y cols., 2015).

La autofagia esta regulada por un gran nimero de rutas y moléculas diferentes (Figura 3). Una de
ellas es MTOR, que interactda con el complejo FIP200-ULKZ1 y tiene un papel fundamental en el
control de la formacion del autofagosoma, dependiendo de si las condiciones celulares son
optimas o si hay déficit de nutrientes. A su vez, hay diversas sefiales que pueden controlar a
mTOR, como son los factores de crecimiento, los aminoacidos, la glucosa, el estado energético,
el estrés o algunos farmacos, como es el caso del antibiético rapamicina (aislado del
Streptomyces hygroscopicus). En diversos estudios se ha observado que, dependiendo de las
condiciones, mTOR puede inhibir o activar la autofagia. Ante un ambiente enriquecido en
nutrientes, mTOR interactta con el complejo FIP200-ULK1 y media la fosforilacion de ULK1 y
Atg13, suprimiendo asi la autofagia. Por el contrario, en estado de inanicién o bajo tratamiento

con algunos farmacos como la rapamicina, mTOR se disocia del complejo, dando como
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Figura 3. Regulacion de la autofagia. Bajo condiciones
ricas en nutrientes, mTOR interactia con el complejo
FIP200-UKL1, fosforilando a ULK1 y Atgl13, e inhibiendo la
autofagia. En condiciones de inanicién o tratamiento con
rapamicina, mTOR se disocia de dicho complejo, activandose
ULK1 y fosforilando a Atg13, FIP200 y a si misma, induciendo
la autofagia. Con un balance energético en el que la relaciéon
AMP/ATP tiene niveles disminuidos, la AMPK se encuentra
fosforilada y activada, fosforilando a su vez a TSC2 para
inhibir a mTOR. Imagen modificada de Ravikumar y cols.,
2010.

resultado la activacion de ULK1, que
a su vez es capaz de fosforilar a
Atgl3, a FIP200 y a si misma,
activandose la autofagia (Ravikumar y
cols., 2010).

mMTOR puede ser un sensor de
cambios a nivel energético a través de
la via de la AMPK. Cuando la
relacion AMP/ATP aumenta, se
produce la fosforilacion y activacion
de la AMPK, inhibiéndose las rutas
anabdlicas que requieren energia para
llevarse a cabo. A su vez, se activan
rutas catabllicas para generar mas
ATP vy recuperar su deficit. Cuando
existe un déficit energético, AMPK se
activa fosforilando y activando a la
proteina TSC2, encargada de inhibir a
su vez a mTOR, lo que produce la
activacion de la autofagia. Por otro
lado, AMPK también fosforila a
ULKZ1, incrementando asi la sefial de

induccion de autofagia. Por todo ello, tanto AMPK como mTOR cumplen un papel fundamental

entre la regulacion de los niveles energéticos y la autofagia, lo que podria explicar por qué el

ejercicio de resistencia induce la activacion de la autofagia. De hecho, el ejercicio de resistencia

es un inductor de AMPK, mientras que el de fuerza activa a mTOR (Hawley, 2009). Esta

afirmacion esta evidenciada por diferentes estudios, como el de He y colaboradores (2012a), en

los que se muestra el aumento de fagosomas y proteinas involucradas en la formacion de los

mismos, en diferentes tejidos (musculo, higado, pancreas, tejido adiposo y cerebro) de ratones

que realizaron ejercicio de resistencia frente a los que no realizaron ejercicio.



Modelos murinos carentes de autofaginas

Se han descrito muchos grupos de genes que intervienen en el proceso de autofagia entre los que
caben destacar los Atg. En concreto, se han logrado identificar hasta dieciséis genes diferentes en
levaduras, y la mayoria de ellos tienen su ortdlogo en mamiferos. Gracias a esto se han podido
generar diferentes modelos de ratdn carentes en algunos de ellos, como es el caso de los ratones
Atg7"" (Komatsu y cols., 2006) y Atg5” (Hara y cols., 2006). Estos modelos presentan
deficiencia completa en autofagia especifica de células neuronales, lo que conlleva un descenso
de su supervivencia pocas semanas tras el nacimiento, ademas de otras alteraciones, como
afectacion neuroldgica. Se ha observado que los ratones carentes en la proteina Atg7 son viables
al nacer, pero a partir de la cuarta semana su tasa de supervivencia disminuye, no superando
ninguno la semana veintiocho. Estos animales muestran retraso en el crecimiento a partir de la
semana catorce, asi como déficits motores, reflejos anormales y temblores. A su vez, presentan
deterioro en la conducta entre las semanas catorce y veintiuno, lo que sugiere que la autofagia
produce trastornos neuroldgicos severos. Los examenes histologicos muestran la presencia de
atrofia en la regién cortical del cerebro, con un nimero muy pequefio de neuronas piramidales en
esa zona, asi como reduccién del numero de células de Purkinje en la corteza cerebelosa y
cuerpos fibrilares, que contienen ubiquitina tanto en el espacio intercelular como en las neuritas.
Los cuerpos de inclusién que contienen ubiquitina aumentan en nimero segin avanza la edad de

los animales (Komatsu y cols., 2006).

Por otro lado, se ha visto que los ratones Atg5™

apenas expresan la proteina LC3 (imprescindible
en la etapa de elongacion del fagéforo), lo que indica que la formacion del autofagosoma esta
deteriorada en el cerebro. Al igual que los Atg7™", presentan retraso en el crecimiento y desarrollo
anormal a nivel motor y de conducta después de las tres semanas. Se ha observado también que
tienen caminar ataxico, asi como deterioro de la coordinacion motora, el equilibrio y la fuerza de
agarre. Los anélisis histolégicos muestran que el nimero de células de Purkinje del cerebelo esta
disminuido en estos animales, y que estas células, a su vez, presentan nulcleos situados
excéntricamente. Ademas, se detectaron niveles altos de apoptosis en las células granulares,

pérdida de células piramidales en corteza e inflamacién axonal a nivel de la corteza y del



hipocampo. Al igual que en los ratones Atg7", los Atg5” poseen agregados proteicos con alto

contenido en ubiquitina, dependientes de la edad (Hara y cols., 2006).

Otra proteina involucrada en la autofagia,

Mg?) st‘j que se ha estudiado en modelos murinos
L‘33-’ ' LG-’-"" LGE-’ carentes en autofagia, es la Atg4 (Figura 4).

Atg?’ mj} _ La Atg4 es una cistein proteasa de
. mamiferos que posee cuatro ort6logos

LCE-'

Atg4 )

T diferentes en el ser humano (Atg4a, Atg4b,
- Atg4c y Atg4dd), a diferencia de la Atg7 vy la

LC3-PE conjugation

Atg5, que poseen un Unico ortélogo, de los

cudales aln no se conoce su funcion exacta.
Figura 4. Accién de la cistein proteasa Atg4. Atg4

proteoliza al precursor LC3, transformandose éste en  S€ ha observado que los ratones con
LC3-I y conjugandose con PE para formar LC3-II, en

., deficiencia en el gen Atg4b o en el Atg4c
una reaccién en la que colaboran Atg 7 y Atg 3. LC3-1I

esta implicado en alargar el fagéforo, y permanece en (Atg4b"' 0 Atg4c"', respectivamente)
el autofagosoma hasta que éste se fusione con el

lisosoma. Imagen tomada de Ravikumar y cols., 2010. presentan autofagia parcial y un desarrollo

aparentemente normal, alcanzando la edad
adulta sin exceso de mortalidad, siendo fértiles y sin sufrir patologias aparentes. Los animales
Atg4c” son susceptibles al desarrollo de fibrosarcomas inducidos por carcindgenos quimicos,
ademas de mostrar movilidad reducida en condiciones de inanicién (Marifio y cols., 2007), sin
que se hayan descrito otras afectaciones fenotipicas. Por otro lado, el modelo de ratdn deficiente
en Atg4b presenta la cabeza inclinada asi como movimientos circulares y desplazamiento hacia

-

atrés en condiciones normales (Marifio y cols., 2010). Estos ratones Atg4b™ mostraban un

" lo que conllevé que estos

desarrollo anormal de las otoconias, al igual que algunos Atg5
animales presentasen problemas para nadar, flotar y desorientacion cuando se les coloca sobre el

agua (Marifio y cols., 2010).

Todos estos datos sugieren que la deficiencia total de autofagia es letal para los ratones a las
pocas semanas de nacer, mientras que un déficit parcial de autofagia les permite mantener las
funciones celulares y su supervivencia no esta comprometida. Ademas, la deficiencia total de

autofagia conduce a la acumulacion de proteinas anormales, seguida de la generacion de cuerpos



de inclusion, que son sefia de identidad de multitud de enfermedades neurodegenerativas y
trastornos neurolégicos severos. Por otro lado, la deficiencia total de autofagia también provoca
déficits motores, problemas de equilibrio o deterioro de la conducta, que muestran la afectacion
de diferentes areas del cerebro como la corteza, el cerebelo o el hipocampo (Hara y cols., 2006;

Komatsu y cols., 2006).

En el caso concreto de Atg4b y de Atg4c, los niveles de expresion son elevados en el hipocampo,
tanto en la region CA (asta o cuerpo de Ammaén) como en el en el giro dentado (Figura 5), lo
cual puede determinar que la actividad en estas zonas se vea afectada por alteraciones en la via

de la autofagia.

Figura 5. Hibridacidén in situ con sondas antisentido para Atg4b y Atg4c, en una
seccion sagital de cerebro de un ratén macho de 56 dias de edad. Se observan niveles
de expresion de Atg4b y Atg4c mas elevados en el hipocampo. Imagen tomada del Allen
Atlas.
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Neurogénesis

En la actualidad se sabe que las neuronas estan generandose continuamente en el cerebro adulto,
especialmente en dos regiones, en la zona subventricular de los ventriculos laterales (SVZ) y en

la zona subgranular del giro dentado (SGZ) del hipocampo.

El hipocampo es la estructura cerebral encargada de la orientacién (Chadwik y cols., 2015), de la
organizacion de la memoria episodica (Burgess y cols., 2002) y de la discriminacion (Schmidt y
cols., 2012). Posee un gran namero de neuronas con un alto grado de plasticidad, capaces de
formar un circuito muy complejo que se va remodelando. Estd formado por dos partes
imbricadas denominadas asta o cuerno de Ammon (CA, de sus siglas en inglés) y giro dentado.
Existe un gran namero de células integradas en el giro dentado que forman tres capas claramente

diferenciadas: capa granular, capa molecular y capa polimorfica, también llamada hilo o zona

EC2
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Figura 6. Integracion de nuevas neuronas en el giro dentado del hipocampo. Existe un gran
numero de células integradas en el giro dentado que forman un complejo circuito interno con
interneuronas inhibitorias y neuronas excitatorias. Imagen tomada de Aimone y cols., 2014.
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hilar. Cabe destacar que la primera de ellas estd formada por células granulares, las Unicas
capaces de renovarse a lo largo de la vida, y se caracteriza porque las dendritas de dichas células
se extienden perpendicularmente a la capa. Ademas, sus axones se dirigen hacia la capa
polimérfica para contactar con las células piramidales de la region 3 de la CA (CA3) (Figura 6).
La interaccién entre las diferentes células con factores de crecimiento o con neurotransmisores,
induce la expansion de las neuritas y el aumento de la arborizacién neuronal (Aimone y cols.,
2014).

En la SGZ del giro dentado existe una poblacién de células madre que da lugar a progenitores,
que se pueden diferenciar tanto en astrocitos como en neuronas. En el caso de las nuevas
neuronas, éstas migran distancias muy cortas dentro de la propia capa granular del giro dentado,
madurando como neuronas granulares y enviando proyecciones axonales y dendriticas al area
CAZ3 del hipocampo (Lledo y cols., 2006).

En la neurogénesis es importante considerar tres procesos: proliferacion, diferenciacion celular y
supervivencia. Las neuronas tardan, desde que nacen, unos dos meses en madurar, y mientras lo
hacen van cambiando morfolégica y bioquimicamente (mostrando diferentes proteinas en sus
membranas). De esta forma, se pueden identificar y clasificar segin la etapa en la que se
encuentran. Este periodo de tiempo es muy critico en el proceso de neurogénesis, ya que no todas
las células nuevas sobreviven a la fase de proliferacion. Mas del 60% pueden sufrir un proceso
de muerte celular programada (Sahay y cols., 2011).

La renovacion de las neuronas no es un proceso estatico o reparador, sino que la neurogénesis
adulta responde ante estimulos del entorno o a su estado interno, como las hormonas, los factores
de crecimiento, la edad, la realizacion de ejercicio, el tipo de dieta o el estrés. Cada uno de estos
factores ejercen influencia a distintos niveles dentro del proceso neurogénico (Aimone y cols.,
2014). Por ejemplo, se sabe que el ejercicio promueve la proliferacién de los precursores
celulares y que el enriquecimiento ambiental ayuda a la supervivencia de las neuronas recién
nacidas, asi como a su integracion funcional duradera. Un bajo nivel de actividad fisica dificulta
el aumento del nimero de células, lo que puede conllevar una falta de preparacion para proveerse

de nuevas neuronas en el futuro. Por el contrario, la actividad fisica voluntaria estimula la
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neurogénesis en el hipocampo, y, en concreto, la accién de correr puede, en cierta medida,
revertir la disminucion de neurogénesis que se produce en edades avanzadas (Kempermann y
cols., 1998). Pero la actividad fisica por si sola no es suficiente, ya que no ayuda a que las
neuronas recién nacidas sobrevivan y se integren; por eso es también importante el
enriquecimiento ambiental. Los ambientes enriquecidos influyen sobre la anatomia y la fisiologia
del cerebro. Los entornos desafiantes en los que hay cierto componente de novedad, como por
ejemplo la incertidumbre de recompensa, son estimulantes cognitivos muy efectivos para dicha

supervivencia e integracion (Kempermann y cols., 2010).
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HIPOTESIS

Los ejercicios de fuerza y de resistencia pueden tener efectos diferentes sobre el proceso de

neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, y la autofagia esta implicada en dichos efectos.

OBJETIVOS

Para determinar si la hipotesis es cierta hemos planteado el siguiente objetivo general:

Determinar si es mejor el ejercicio de fuerza o el de resistencia para el proceso de neurogénesis

en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo.

Para llevar a cabo dicho objetivo, nos propusimos los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Aplicar un protocolo de entrenamiento de fuerza y de entrenamiento de resistencia a
ratones silvestres y ratones deficientes en Atg4b, con alteraciones en la via
autofagica, durante dos periodos diferentes de tiempo: 2 semanas (entrenamiento

subcronico) y 12 semanas (entrenamiento cronico).

Objetivo 2: Analizar los efectos de los entrenamientos del objetivo 1 sobre la neurogénesis

en el giro dentado del hipocampo.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron 48 ratones, todos ellos machos, con fondo genético C57BL6/129Sv, salvajes (wild
type; Wt, n=24) y deficientes en el gen de la autofagina-1 (Atg4b™; KO, n=24) de dos meses de
edad, generados en el Bioterio de la Universidad de Oviedo y cedidos por el Dr. Carlos Lopez
Otin. En cada jaula se alojaron de ocho a diez animales con comida y agua ad libitum, bajo
condiciones de temperatura controlada (22+ 2° C), y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas
respectivamente (inicio del periodo de luz a las 08:00 horas).

Test de reconocimiento de objetos

Para realizar el test de reconocimiento de objetos, se utilizd el protocolo propuesto por de Lima y
cols., (2005), con algunas modificaciones. El test de comportamiento se realiz durante los tres
primeros dias del periodo de adaptacién al ejercicio y durante los tres primeros dias del periodo
de evaluacion final tras la fase de ejercicio realizado por los animales del entrenamiento

subcronico.

Se colocaron los ratones individualmente en jaulas para ratas de 60 x 38 x 19,5 cm. Antes de
realizar el test, todos los animales pasaron por una sesion de adaptacion en la que se les dejo
explorar libremente, sin la presencia de ningin objeto, durante 5 minutos. Veinticuatro horas
después se les colocd en la misma jaula dos objetos de plastico iguales (Al y A2), en dos
esquinas adyacentes y a 10 cm de las paredes. Los animales pudieron explorar la jaula durante 5
minutos y de forma individual (fase de entrenamiento). Hora y media después se realizé un test
de memoria a corto plazo, para el que se dejé uno de los objetos ya conocido (Al) y el segundo
objeto se cambi6 por uno nuevo (B), dejandoles explorar otra vez durante 5 minutos. Los
objetos A y B presentaron color, textura y tamafio similar, pero forma diferente.
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Tanto las jaulas como los objetos se limpiaron con etanol al 10%, cada vez que se comenzaba un
test con un animal nuevo. Cada ratdn siguié siempre el mismo orden segun se establecid, al azar,
el primer dia, durante el proceso de adaptacion, y realizd los test siempre en la misma jaula. Cada

uno de estos test fue grabado con una camara, para su posterior visualizacion y analisis.

Para determinar si un ratén explora o no el objeto, se considera que éste esta interesado cuando
apunta con su hocico al objeto, con una separacién maxima de 2 cm alrededor de éste. El indice
de reconocimiento se calculé mediante la siguiente formula: Ng / (Na1+Ng), donde Naz es el
namero de veces que el ratdn se acercd al objeto Al y Ng es el nimero de veces que el raton se
acerco al objeto B.

Entrenamiento

Se realizaron dos tipos de entrenamiento, de fuerza y de resistencia, con dos duraciones distintas,
doce semanas (entrenamiento crénico; Wt=12, KO=12) y dos semanas (entrenamiento
subcrénico; Wt=12, KO=12). Todos los ratones comenzaron el entrenamiento con 2 meses de
edad.

Periodo de adaptacion:

Antes de comenzar los entrenamientos todos los ratones fueron sometidos a diez dias de
adaptacion. Para llevar a cabo el entrenamiento se utilizaron dos estaciones diferentes: una
escalera vertical, con diferentes &ngulos de inclinacién, y una cinta de correr, en la que se puede
regular tanto la velocidad como la inclinacion. Los ratones fueron divididos en grupos de 4
animales, los cuales realizarian todos los procedimientos a la vez. Los cinco primeros dias se les
coloco en las dos estaciones de entrenamiento y en una jaula con serrin (estacion control) para
que las exploraran, y los siguientes cinco dias se les ensefié a caminar por la cinta y a subir por la

escalera.
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Test de evaluacion:

Antes y después de realizar el entrenamiento se hizo un test de evaluacion (Figura 7). Este test se
desarrollé antes de comenzar el entrenamiento (test inicial), para conocer la capacidad de cada
raton en cuanto a la velocidad maxima y fuerza maxima, sin haber hecho ningun tipo de ejercicio
previamente. Una vez terminado el periodo de entrenamiento se repitié este test de evaluacion.

Con el test final se observé si dicha capacidad es mayor tras el entrenamiento.
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Figura 7. Esquema de los procedimientos llevados a cabo. El esquema muestra el calendario realizado
con los ratones que entrenaron durante 2 semanas (entrenamiento subcronico). Los ratones entrenados
durante 12 semanas (entrenamiento crénico) no realizaron las pruebas de comportamiento.

Primero se llevd a cabo el test de resistencia: para ello se coloco a los ratones sobre la cinta y
realizaron un calentamiento de 3 minutos sin inclinacién y a una velocidad de 10cm/s. Para
comenzar con el test se aumentd la inclinacion a 10° y se fue incrementando, cada 3 minutos, la
velocidad 3,3cm/s. Cuando los ratones comenzaron a agotarse se depositaron de nuevo en su caja
uno a uno. Posteriormente se anotd el tiempo que se mantuvieron corriendo y la velocidad
maxima a la que finalizaron. Tras el test inicial de resistencia se dejé a los animales 48 horas de
descanso para que se recuperaran, antes de llevar a cabo el test de fuerza.
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Antes de someter a los ratones al test de fuerza, se realiz6 previamente un calentamiento de 10
series de 10 escalones (10x10). Se dejé que descansaran 2 minutos y se volvié a repetir una
segunda vez. Para comenzar con el test se colocé a los animales en el décimo escalon con 10 g
de peso en la cola. Posteriormente se increment6 5 g el peso en la cola cada vez que lograban
alcanzar la parte superior de la escalera, ddndoles 2 minutos de descanso entre ascenso y
ascenso. A los que no conseguian alcanzar la parte superior se les dio una segunda oportunidad
antes de ser excluidos del estudio. A continuacién, se anotd el peso maximo con el que

consiguieron subir las escaleras.
Periodo de entrenamiento:

Para comenzar con el entrenamiento, los ratones fueron asignados por sorteo a tres grupos
diferentes, constando cada uno de 4 ratones: controles, entrenados en fuerza y entrenados en
resistencia. Al tener dos genotipos diferentes, Wt y KO, se trabajo con un total de 6 grupos de

animales.

Los controles se colocaron en una jaula nueva para que exploraran libremente, durante el tiempo
que entrenaba el resto. El ejercicio realizado por los ratones de fuerza y los de resistencia se fue
aumentando de forma paulatina, alterndndose con dias de descanso (fines de semana), para evitar
cualquier tipo de lesion. A los ratones entrenados en resistencia se les fue incrementando tanto la
velocidad como el grado de inclinacion de la cinta y el tiempo que se mantenian corriendo. A los
entrenados en fuerza se les coloco un peso en la cola que se incrementd poco a poco junto con la

inclinacidn de la escalera, el nimero de escalones a subir y el nUmero de series.

Para calcular tanto la velocidad inicial del entrenamiento de resistencia como la carga inicial en
el entrenamiento de fuerza, se tomaron los valores de velocidad méaxima y fuerza méaxima
realizados en el test inicial por el ratbn mas débil de cada grupo. Posteriormente, se calculé el
50% de la menor velocidad maxima y el 5% de la fuerza méxima menor, y se realizé un
protocolo progresivo, para cada uno de los dos entrenamientos, en el que se fue incrementando

tanto la velocidad como el peso, respectivamente.
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Obtencion de tejidos

Los animales que realizaron alguno de los dos tipos de entrenamiento se sacrificaron 48 horas
después de haber realizado los test de evaluacion final, mientras que los controles se sacrificaron
una semana mas tarde, para eliminar la posible influencia de esos test. Los animales se
sacrificaron por inhalacién de CO,. Se extrajeron los cerebros y se realizé un corte sagital a nivel
de la linea media del cerebro, separando ambos hemisferios. EI hemisferio derecho se fijoé con
una solucién de paraformaldehido al 4% y del hemisferio izquierdo se extrajeron, con ayuda de
una lupa binocular (Leica Microsystems), la corteza, el estriado, el hipocampo y el cerebelo, que
se guardaron a -80° C para analisis bioquimicos.

Medida del area del giro dentado

El procesamiento de las muestras para histologia se realiz6 en la Unidad de Histopatologia
Molecular del TUOPA (Instituto de Oncologia del Principado de Asturias). El hemisferio
derecho, previamente fijado en paraformaldehido al 4%, se deshidratd dejando la muestra
durante 1 hora en una sucesién de alcoholes al 50, 70, 80 y 96%. Posteriormente se pasaron las
muestras a etanol al 100% durante 5 horas, y por xilol 5 horas y media. Finalmente, se embebi6

el tejido en parafina durante 4 horas.

A continuacién se realizaron cortes seriados de 4 pum que se introdujeron en una estufa a 55° C
durante 1 hora. Después se desparafinaron y se realizé la desenmascaracién de los epitopos de
forma automatizada en el PT Link (Dako) a 95° C y pH 6 durante 20 minutos, utilizando el
reactivo EnVision Flex Target Retrieval Solution, Low pH (Dako). A continuacion se llevo a
cabo un pretratamiento con Sudan Black para eliminar la autofluorescencia del tejido previo a

iniciar la inmunofluorescencia.

Para ello, las muestras se deshidrataron en una bateria de alcoholes del 10, 30, 50 y 70%,
permaneciendo 10 minutos en cada una de las diluciones. Después se incubaron 10 minutos en

una solucién saturada de Sudan Black en alcohol al 70% (que elimina la autofluorescencia del
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tejido), y se volvieron a rehidratar con etanol al 70, 50, 30 y 10% (10 minutos en cada uno).
Seguidamente, se realizd un lavado de 10 minutos con agua destilada, otro con PBS 1X (NaCl
136,75 mM; KCI 2,68 mM; Na;HPO, 10,14 mM; KH,PO, 17,6 mM; a pH 7,4) y un ultimo
lavado con Triton 0,1% en PBS de 15 minutos. Una vez finalizado este proceso, las muestras se
incubaron en una solucién de bloqueo (BSA al 1% y Triton al 0,1%, ambos en PBS) durante 45
minutos. Por Gltimo, se realizaron dos lavados de 10 minutos con agua destilada y se procedi6 al
montaje aplicando Fluoroshield Mounting Medium with DAPI (Abcam). Las muestras se
guardaron en oscuridad a 4° C. Las imagenes se tomaron con un microscopio automatico

Olympus BX61 usando los software Olympus Optical Co., Ltd 2002 y DP Manager.

Para calcular el area del giro dentado y del hilo, de cada una de las muestras, se utilizd el
programa informéatico ImageJ version2.0.0-rc-30.

Analisis estadistico

Para determinar la normalidad de las muestras se utilizé el test de Kolmogorov-Smimov seguido
del test de Shapiro-Wilks. Para las comparaciones entre los genotipos dentro del mismo tipo de
entrenamiento se realizé la prueba t de Student para muestras independientes. Para comparar los
diferentes entrenamientos entre si (control, fuerza y resistencia) dentro de cada genotipo, se
realizé un test ANOVA de un factor seguido del test post hoc de Bonferroni. Por otro lado, para
comparar los valores iniciales y finales, dentro del mismo genotipo y del mismo entrenamiento,

se utiliz6 una prueba t de Student para muestras dependientes.

El valor de significacion considerado fue P<0,05 y para realizar el andlisis estadistico se utilizd
el programa informatico SPSS 15.0.
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RESULTADOS

Protocolo de entrenamiento

Entrenamiento subcrénico

Testde

comportamiento Testde
y adaptacion sin Adaptacion con comportamiento Sacrificio de los
movimiento movimiento Test inicial Entrenamiento de 2 semanas y test final ratones
entrenados alas
48 h, yde los
Semﬂhszsl | Semana 2 | Semana3 | Semanas4y5 | Semana 6 controles 1
semana después
2 meses de 3,5meses de
edad edad

Entrenamiento crénico

Sacrificio de los

Adaptacion sin Adaptacidn con
movimiento movimiento Testinicial Entrenamiento de 3 meses Test final ratones
entrenados alas
48h, yde los
Semanal | Semana 2 | Semana 3 | Semanas4-15 > | Semana l6 controles 1
semana después
2meses de 6meses de
edad edad

Figura 8. Esquema de los procedimientos llevados a cabo. El esquema muestra el calendario realizado con
los ratones que se entrenaron durante 2 semanas (entrenamiento subcrénico) y durante 3 meses
(entrenamiento crénico).

Todos los animales comenzaron el protocolo de entrenamiento con 2 meses de edad y se les
realizé una adaptacion, durante las dos primeras semanas, a las tres estaciones (cinta de correr,
escalera y jaula control) donde se iban a realizar tanto las evaluaciones como los entrenamientos.
A los ratones que llevaron a cabo el entrenamiento subcrénico (dos semanas de entrenamiento),
se les someti6 ademas a un test de comportamiento inicial durante la primera semana de

adaptacion.

En la tercera semana, todos los ratones fueron sometidos a un test de valoracion inicial, para
establecer el punto de partida, tanto en sus capacidades para el ejercicio de resistencia (correr en
una cinta), como para el ejercicio de fuerza (subir unas escaleras con peso en la cola). Al
terminar el periodo de entrenamiento se realiz6 el mismo test de valoracion, para poder asi

determinar el efecto del ejercicio a lo largo del periodo de entrenamiento. En el caso de los
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ratones que realizaron el entrenamiento subcronico, se les sometioé a un test de comportamiento

final en la misma semana en la que se realizo el test de evaluacion final.

Por tanto, los animales que realizaron el entrenamiento subcronico terminaron el experimento
cuando tenian 3,5 meses de edad, mientras que los animales del entrenamiento cronico

finalizaron el experimento a los 6 meses de edad.

Pruebas de evaluacion de fuerza y de resistencia
Test de evaluacion de fuerza:

Este test nos permite determinar la carga maxima que es capaz de subir el raton por una escalera,

como una representacion de su fuerza maxima.

Al comparar las medias de la fuerza maxima de los ratones de ambos genotipos antes de realizar
el entrenamiento subcrdnico, los animales Wt lograron ascender por la escalera con mas peso en
la cola que los KO (54,58+2,64 g y 44,16+2,67 g, respectivamente; n=12, P=0,011).

Tras realizar el entrenamiento, los ratones del grupo de fuerza, de ambos genotipos, aumentaron
su fuerza maxima con respecto al valor inicial; en concreto, los ratones Wt mostraron un
incremento de aproximadamente un 41% (55,004+2,04 g vs 77,50+5,20 g; P=0,018), mientras que
los animales KO lo hicieron aproximadamente en un 60% (38,754+5,54 g vs 58,75+2,39 g;
P=0,022) (Figura 9).

En el caso de los animales que siguieron un entrenamiento cronico de fuerza, los dos genotipos
partieron también de valores iniciales de fuerza maxima diferentes, ya que los ratones Wit

pudieron cargar con mas peso que los KO (62,91+2,49 g vs 45,41+2,91 g; P=0,000).

El entrenamiento crénico favorecid que los animales Wt del grupo de fuerza aumentaran su
fuerza maxima aproximadamente un 72% (56,25+6,25 g vs 95,00+7,35 g; P=0,008), mientras

que los grupos control y resistencia no presentaron cambios significativos (Figura 9). Por otro
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lado, los KO ejercitados en fuerza incrementaron su fuerza maxima un 40% (40,002,049 vs
56,2545,15 g; P=0,023) (Figura 9).

Fuerzamaxima

Entrenamiento subcrénico Entrenamiento crénico
Control Control
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Figura 9: Fuerza maxima ejercida por los ratones de ambos genotipos, antes y después los
entrenamientos subcronico (2 semanas) y cronico (12 semanas). Los datos se representan como
mediatsem; los datos se analizaron con una prueba t de Student para muestras independientes (*,
P<0,05; Wt vs KO) y con una prueba t de Student para muestras dependientes (#, P<0,05; Inicial vs Final).
N=4 para cada grupo.



Por lo tanto, el protocolo de ejercicio de fuerza propuesto es eficaz tanto para el entrenamiento
subcrénico como para el entrenamiento cronico, ya que ambos genotipos ganan fuerza después

del entrenamiento.
Test de evaluacion de resistencia:

Este test permite evaluar la velocidad maxima que puede soportar un ratén al correr sobre una
cinta. Al incrementarse la velocidad de la cinta de forma escalonada (3,3 cm/s cada 3 min), como

medida de valoracion se tomd la distancia recorrida por cada raton.

Al analizar las medias de la distancia recorrida de los ratones de ambos genotipos, antes y
después del entrenamiento de resistencia, todos los ratones de los grupos de resistencia, tanto

subcronico como crénico, aumentaron la distancia recorrida de manera significativa (Figura 10).

En el caso de los ratones Wt que realizaron el entrenamiento de resistencia subcrénico, la
distancia recorrida final fue un 48% mayor que la inicial (708,04+66,22 m vs 1049,99+98,93 m
respectivamente; P=0,002), y los animales KO aumentaron la distancia un 45% (596,19+23,58 m
vs 869,15+64,38 m; P=0,014).

Por otro lado, los animales entrenados de forma crdnica, también mejoraron la distancia
recorrida tras finalizar el entrenamiento, y esa mejoria fue notablemente superior en los ratones
Wt (115%; 485,88+31,41 m vs 1043,31+126,71 m; P=0,033), en comparacién a la observada en
los animales KO (53%; 691,60+50,34 m vs 1056,27+100,23; P=0,056) de la misma edad, si bien
en este caso las diferencias no llegan a ser significativas (Figura 10).

Ademas, tanto los ratones que llevaron a cabo el entrenamiento de fuerza (subcrénico y crénico)

como los controles no mostraron diferencias significativas (Figura 10).

Por lo tanto, el entrenamiento de resistencia permite incrementar la distancia recorrida,
consiguiéndose mejores resultados tras un entrenamiento de tipo crénico (en este caso de doce
semanas de duracion), en comparacién con uno subcronico (de dos semanas de duracion). Las

diferencias mas evidentes han sido sobre todo en el caso de los ratones Wit.
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Distancia
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Figura 10: Distancia maxima recorrida por los ratones de ambos genotipos, antes y después de los
entrenamientos subcrdénico (2 semanas) y crénico (12 semanas). Los datos se representan como
mediatsem; los datos se analizaron con una prueba t de Student para muestras independientes (*, P<0,05;
Wt vs KO) y con una prueba t de Student para muestras dependientes (#, P<0,05; Inicial vs Final). N=4 para
cada grupo.



Test de reconocimiento de objetos

El test de reconocimiento de objetos permite determinar la capacidad de discriminacion de los
ratones entre dos objetos diferentes, sirviendo ademas como factor de determinacion de la

memoria a corto plazo de estos animales.

Este test se realiz6 Unicamente a los ratones que han seguido el entrenamiento subcronico. Se
analizo el nimero de veces (N) que los ratones interactuaban con el objeto Al (objeto conocido)
y con el objeto B (objeto nuevo), pudiendo calcular el indice de reconocimiento (Ng/ (Nai+Ng).

El indice de reconocimiento en todos los casos ha presentado una gran variabilidad en cada uno
de los grupos analizados, por lo que no se han podido obtener resultados concluyentes (Figura
11). Por lo tanto, seria necesario aumentar el nUmero de animales para realizar este tipo de

procedimiento.
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Figura 11: Memoria a corto plazo de los ratones de ambos genotipos, antes y después del
entrenamiento subcrénico (2 semanas). El indice de reconocimiento indica el nimero de veces
que el ratdn se ha fijado en el objeto nuevo respecto a los dos objetos que habia en la jaula. Los datos
se representan como mediatsem; para el analisis de los datos se realiz6 una prueba t para muestras
independientes (Wt vs KO) y una prueba t para muestras dependientes (Inicial vs Final). N=4 para
todos los genotipos; C=control, F=fuerza, R=resistencia.
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Medicidn del area del giro dentado del hipocampo

Para analizar la neurogénesis en los distintos grupos de animales hemos medido el &rea del giro
dentado, ya que en la zona subgranular de esta estructura es donde tiene lugar la formacion de

nuevas neuronas que se incorporarén a la capa granular.

Los animales que realizaron el entrenamiento subcronico fueron sacrificados a los 3,5 meses de
edad. En este grupo de animales los ratones Wt no mostraron diferencias con respecto a las areas
de sus giros dentados (Figura 12; izquierda).

Sin embargo, los ratones deficientes en Atg4b presentaron una reduccion significativa en esta
region en los grupos de ejercicio de fuerza y ejercicio de resistencia, con respecto al grupo de
animales que no entrend: entrenamiento fuerza: 3,81+0,40 um® vs controles 5,79+ 0,37 um?; P=
0,043; entrenamiento resistencia: 4,15+ 0,33 um? vs controles 5,79+ 0,37 um? P=0,015, (Figura
12; izquierda).

AREA GIRO DENTADO
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Figura 12: Areas del giro dentado. Los datos se representan como media+sem; los datos se analizaron
con una prueba t de Student para muestras independientes (*, P<0,05; Wt vs KO) y con una prueba ANOVA
de un factor seguido por el post hoc Bonferroni (#, P<0,05; factor: entrenamiento). N=4 para todos los
grupos.
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Los ratones que realizaron el entrenamiento crénico fueron sacrificados a los 6 meses de edad.
En este caso, ninguno de los genotipos presentd diferencias en el area del giro dentado en
ninguna de las condiciones estudiadas (Figura 12; derecha).

Al observar al microscopio de fluoresencia el giro dentado de cada uno de los ratones, para
obtener fotografias y poder calcular las areas, se pudo observar que los giros dentados de

algunos ratones Atg4b™

de 3,5 meses y de 6 meses de edad presentaban una morfologia anormal,
con un giro dentado “cerrado”. Esta alteracion en la morfologia del giro dentado no se ha
observado en todos los ratones KO, ya que s6lo se ha visto en el 25% de los animales (2 ratones

del experimento cronico y 4 ratones del experimento subcrénico; n=24; Figura 13).

3,5 MESES DE EDAD

Figura 13. Imagenes representativas de giros dentados, de los ratones Atg4~/-. Se observa cémo
algunos de los giros dentados en los ratones KO, de ambas edades, presentan los brazos muy préximos,
dejando un pequefio espacio correspondiente a la capa polimoérfica o zona hilar (imagenes c y d) o
practicamente ningun espacio (h). Nucleos marcados con DAPI.
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Figura 14: Comportamiento exploratorio en campo
abierto. Los ratones estuvieron cinco minutos explorando
la jaula. Se midi6 el tiempo que estaban en movimiento.
Los datos se representan como mediatsem; los datos se
analizaron con una prueba t de Student para muestras
independientes (*, P<0,05; Wt vs KO) y con una prueba t
de Student para muestras dependientes (#, P<0,05; Inicial
vs Final). N=4 para cada grupo.

Test de campo abierto

En vista de los resultados anteriores,
donde se pudo observar que algunos

ratones Atgab™

presentaban anomalias
en el giro dentado, decidimos revisar
los videos grabados para la realizacion
de los test de reconocimiento de

objetos.

Se visualizaron los videos en los que
los animales exploraban la jaula con
dos objetos iguales (Al y A2) y se
midié el tiempo que permanecian en
movimiento, obteniendo una medida

del tiempo ambulatorio.

En la Figura 14 se observa que, tras el
entrenamiento subcrénico, los animales
Wt control presentaron un tiempo
ambulatorio mayor al final del
procedimiento con respecto a los
ratones KO (Wt control 3,31+0,55 min
vs KO control 1,68+0,27 min; P=
0,038). En el caso de los ratones de los
grupos de fuerza, este incremento se
muestra como una tendencia, al no
presentar diferencias significativas (Wt
fuerza 3,22+0,46 min vs KO fuerza
1,74+0,60 min; P=0,098).
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Ademas, los ratones KO tanto del grupo control como del grupo de fuerza, estuvieron menos
tiempo explorando después del periodo de entrenamiento con respecto al tiempo ambulatorio

inicial (un 43% y un 31% menos, respectivamente; P<0,1).

Sin embargo, los ratones KO que entrenaron resistencia no mostraron diferencias en el

comportamiento entre las valoraciones inicial y final (P=0,545).

Por lo tanto, la duracién de la exploracion presenta una tendencia a aumentar, a la vista de los
datos de los animales Wt control y los entrenados en fuerza desde los 2 meses de edad, a la que
comenzaron a entrenar, hasta los 3,5 meses de edad, momento en el que fueron sacrificados. Los
ratones KO en cambio, exploraron menos tiempo a los 3,5 meses que a los 2 meses de edad, a

excepcion de los que realizaron el entrenamiento de resistencia.
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DISCUSION

El ejercicio fisico presenta una serie de beneficios que pueden aplicarse para tratar diferentes
tipos de patologias. La prescripcion adecuada de ejercicio supondria una gran ventaja frente a
otro tipo de tratamientos, como por ejemplo farmacoldgicos, en enfermedades crénicas, puesto
que no tendria efectos secundarios graves y la inversién econdmica seria baja (Fiuza-Luces y
cols., 2013).

Sin embargo, la prescripcion de ejercicio mas adecuada para cada situacion debe realizarse en
base a la patologia concreta y al efecto potencial que el ejercicio tendria sobre ella. Por lo tanto,

es necesario conocer la respuesta del organismo al ejercicio.

Tanto el ejercicio de resistencia como el ejercicio de fuerza regulan diferentes vias metabdlicas
que implican a proteinas tan importantes como AMPK y mTOR, respectivamente (Hawley,
2009; He y cols., 2012a, b; Lira y cols., 2013), y ambos son reguladores imprescindibles de la
via autofagica.

Los estudios que analizan los efectos del ejercicio sobre la autofagia, en modelos animales, se
basan en el ejercicio de resistencia. En estos casos, los animales corren en una rueda que tienen
disponible en su jaula de forma voluntaria (Lira y cols., 2013; Zhang y cols., 2013), o bien
siguen un protocolo de entrenamiento (He y cols., 2012b). Sin embargo, no hay estudios que

analicen el efecto del ejercicio de fuerza sobre la ruta autofagica.

Ademas, los trabajos se centran en los efectos del ejercicio sobre el masculo esquelético, aunque
el ejercicio tiene influencia mas alla de este tejido. De hecho, el ejercicio de resistencia juega un
papel importante en el proceso de la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo (van Praag y
cols., 1999; Kempermann y cols., 2010).

Por lo tanto, el estudio de los efectos del ejercicio, tanto de fuerza como de resistencia, sobre un

-

modelo de raton con una deficiencia parcial en autofagia, como es el raton Atgh4™, permite

valorar la implicacion de la autofagia tanto en el ejercicio como en la neurogénesis.

Para llevar a cabo este trabajo, se parti6 de los experimentos iniciales del Dr. Benjamin

Fernandez y Alvaro Fernandez. Ambos pusieron a punto un protocolo de entrenamiento crénico
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(de doce semanas de duracién) en un grupo de ratones Wt y de ratones Atg4b™

, que realizaron
ejercicio de fuerza y ejercicio de resistencia. Posteriormente, se realizd otro protocolo de
entrenamiento subcrdnico, con un periodo de duracion mas corto (dos semanas). Esto nos

permitio incorporar un test de comportamiento para completar el estudio.

Los protocolos de ejercicio que se aplicaron en este trabajo tuvieron un caracter progresivo,
donde tanto la fuerza como la resistencia fueron incrementadas de forma paulatina con el paso
del tiempo de entrenamiento. Por lo tanto, los ratones que realizaron un entrenamiento cronico
no sélo realizaron ejercicio durante mas tiempo, sino que ademas la intensidad del mismo fue

mayor con respecto al ejercicio realizado por los animales del entrenamiento subcroénico.

Antes de comenzar el entrenamiento, los ratones fueron sometidos a un test de valoracién inicial,
para establecer el punto de partida tanto en sus capacidades para el ejercicio de resistencia
(correr en una cinta) como para el ejercicio de fuerza (subir unas escaleras con peso en la cola).
Al terminar el periodo de entrenamiento se realiz6 el mismo test de valoracién, para poder asi

determinar el efecto del ejercicio a lo largo del periodo de entrenamiento.

Los resultados obtenidos indican que el protocolo de fuerza y el protocolo de resistencia fueron
eficaces en ambos entrenamientos. Sin embargo, los grupos de ratones estudiados, Wt y Atg4b™,
no respondieron de la misma manera. En el caso de los ratones Wt, a mayor tiempo de
entrenamiento, mayor es la fuerza que pueden desarrollar y mayor es la distancia recorrida al

final del mismo.

' es diferente en

Sin embargo, la ganancia de fuerza que experimentan los animales Atg4b
funcién del tiempo de entrenamiento. Mientras que con el entrenamiento subcronico los ratones
Atg4b” ganan mas fuerza que los Wt (60% vs 41%, respectivamente), tras el entrenamiento
crénico la ganancia de fuerza es mayor en los Wt que en los Atgdb” (72% vs 40%,
respectivamente). Puede que la diferencia en los efectos del ejercicio de fuerza, en los ratones
Atgdb™, esté asociada a la edad que tienen los animales cuando finalizan el entrenamiento
cronico (6 meses) mas que al propio entrenamiento. Esto podria deberse a que la deficiencia
parcial de autofagia que presentan tenga alin mas importancia a medida que el raton envejece, ya

que el proceso autofagico disminuye con la edad (Marifio y LOopez-Otin, 2008). Asi, los ratones
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que realizaron el entrenamiento subcrénico fueron valorados en el test final cuando tenian 3,5
meses de edad, mientras que los del entrenamiento cronico terminaron el experimento con 6
meses de edad, aln cuando todos los animales empezaron los entrenamientos a los 2 meses de
edad.

El entrenamiento de fuerza parece que no ayuda a mejorar la distancia recorrida, lo que podria
deberse a que el ejercicio de fuerza y de resistencia interfieren uno sobre otro, al activar
diferentes vias metabdlicas (Hawley, 2009). A su vez, esto podria influir de manera especial en
los Atgdb™, ya que el ejercicio de fuerza podria intensificar el déficit de autofagia que poseen
estos animales, al activar a mTOR (inhibidor de la autofagia). Por todo ello, seria interesante
realizar estudios bioquimicos para comprobar los niveles de mTOR y AMPK que poseen los
ratones antes y despues de cada uno de los entrenamientos. Esto podria llevarse a cabo en
diferentes tejidos, como musculo esquelético y distintas zonas del cerebro, y determinar la
influencia del ejercicio, a nivel molecular, sobre el déficit parcial de autofagia.

Los niveles de expresion de Atgb™

en el cerebro son mas elevados en el hipocampo, tanto en las
regiones CA como en el giro dentado. Por tanto, un déficit en esta zona del cerebro podria
implicar alteraciones en el proceso de neurogenesis de la SGZ del giro dentado de los ratones
deficientes en esta proteina. Las nuevas neuronas que se incorporan a la capa granular del giro
dentado son las receptoras de los nuevos recuerdos, estando ademdas implicadas en la
discriminacion de objetos que visualmente son similares (Aimone y cols., 2014). Por esta razon,
decidimos realizar un test de reconocimiento de objetos antes de comenzar el entrenamiento
subcrénico y repetir la prueba después, con el fin de valorar el efecto del ejercicio a este nivel.
Dos semanas de ejercicio, como el que se realizd en el entrenamiento subcrénico, son suficientes
para inducir el proceso de neurogénesis (van Praag y cols., 1999).

Sin embargo, no hemos podido obtener datos concluyentes a este nivel, debido a la gran
variabilidad en los datos dentro de cada genotipo y grupo de entrenamiento. Como este dato es
fundamental para el estudio, se decidio realizar el entrenamiento subcrénico a un nuevo grupo de
animales (n=4 por grupo), para obtener un nimero final de 8 animales, y poder asi tratar de
reducir esta variabilidad. EI aumento del namero de animales por grupo permite reducir factores

que influyen sobre el comportamiento de los ratones, como puede ser la jerarquia entre los
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animales que conviven en la misma jaula (Crawley, 2008). También seria necesario completar la
bateria de pruebas de comportamiento para evaluar el papel del hipocampo en estos animales.
Uno de los test mas utilizados es el Morris watermaze, que permite determinar el aprendizaje, la
orientacion espacial, la memoria de trabajo y la memoria a corto y largo plazo. En este test, los
ratones se colocan en una piscina con una plataforma y tienen que aprender su localizacion, en
base a referencias externas, para méas tarde localizarla cuando se oculta (Crawley, 2008). Sin

" no es lo méas adecuado debido a que se han

embargo, realizar esta prueba en los animales Atg4b
descrito alteraciones en las otoconias de estos animales, por lo que presentan alteraciones en el
equilibrio (Marifio y cols., 2010). Otro test que si podrian realizar estos ratones es la prueba de
Barnes, que es una modificacion de la prueba de Morris, pero donde los elementos aversivos son
la luz o el ruido, en lugar del agua (Crawley, 2008).

Estas baterias de test de comportamiento permitirian comprender el papel de los entrenamientos
de fuerza y resistencia sobre diferentes aspectos regulados por el hipocampo vy la influencia de la

autofagia en estos procesos.

Una vez que hemos determinado que los entrenamientos subcrénico y crénico han tenido el
efecto esperado en cuanto a la ganancia de fuerza o resistencia en todos los grupos de ratones
entrenados, analizamos el nivel de neurogénesis en el giro dentado de estos animales. Para
realizar ese estudio, se hicieron una serie de inmunofluorescencias en secciones sagitales del
cerebro de los ratones de ambos tipos de entrenamiento. Para ellas se utilizaron diferentes
marcadores de distintas fases dentro del proceso de neurogénesis. Sin embargo, una
aproximacién mas rapida es la medicion del volumen del giro dentado del hipocampo (van Praag
y cols., 1999). Por ello, a partir de las primeras secciones sagitales obtenidas, se calcul6 el area
del giro dentado.

Los ratones que realizaron el entrenamiento subcronico fueron sacrificados a los 3,5 meses de
edad. En estos animales, el area del giro dentado de los ratones Wt que realizaron entrenamiento,
tanto de fuerza como de resistencia, no mostrd6 cambios significativos con respecto a los

-

animales control. Sin embargo, los ratones Atg4b™ que realizaron ejercicio mostraron un area del

giro dentado menor que la de los animales del grupo control. Este resultado fue inesperado, ya
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que en todo caso se esperaria lo mismo que lo observado en los ratones Wt, es decir, que no haya

cambios.

Por otro lado, los ratones que realizaron el entrenamiento crénico fueron sacrificados a los 6
meses de edad. En este caso, no se observaron diferencias en las areas del giro dentado en

ninguno de los dos genotipos ni en ninguno de los grupos de entrenamiento.

Al obtener las imagenes en el microscopio, observamos que la region del giro dentado estaba
alterada en algunos de los ratones Atg4b™. De hecho, un 25% de los animales Atg4b™, del total
de ratones utilizados en los dos entrenamientos (n=24), mostré anomalias morfoldgicas en el giro
dentando, de tal manera que esta zona del hipocampo aparecia mas cerrada que en el resto de

animales.

Esto afectd a los resultados obtenidos en el area del giro dentado, puesto que la distribucion de
los animales con el giro dentado andémalo no fue homogénea entre los diferentes grupos de

estudio. De los cuatro ratones Atgdb™

que presentaban alteraciones en los animales de
entrenamiento subcrénico, dos ratones estaban en el grupo de fuerza y dos en el de resistencia,

mientras que todos los ratones del grupo control tenian el giro dentando normal.

De la misma forma, de los doce animales Atg4b™

que realizaron el entrenamiento cronico, sélo
dos presentaron un giro dentado anémalo, y ambos formaron parte del grupo de fuerza. Esto
podria explicar que el area media en este grupo sea mas baja y que el error estandar sea mayor

(Figura 12).

-

Estas diferencias podrian indicar que los ratones Atg4b™ que han hecho ejercicio muestran un

menor numero de nucleos en la capa granular del giro dentado, lo cual iria en contra de nuestra
hipotesis. Sin embargo, es probable que no se deban realmente a los efectos del ejercicio, sino a

que varios de los ratones Atg4b™

presentaban una morfologia del giro dentado andémala. En
cualquier caso, al no haber ningtin animal Atg4b™ con esta morfologia en el grupo control, adn
no podemos descartar ninguna posibilidad: que sea un efecto del ejercicio o que sea un efecto la

deficiencia en Atg4b™".
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Hasta el momento no se habian descrito en la literatura alteraciones morfoldgicas en el giro

dentado en ratones deficientes en Atg4b™

. Este “cierre” del giro dentando implica también la
reduccion, o incluso la pérdida, de la capa polimorfica, situada justo por debajo de la capa

granular.

En los estudios publicados previamente sobre los efectos de la supresién de las autofaginas, si
bien se describen algunas alteraciones en el cerebro, como acumulacion de ubiquitina y apoptosis
(Hara y cols., 2006; Komatsu y cols., 2006; Marifio y cols., 2010), en ningin caso se habia
descrito esta morfologia en el giro dentado, ni una disminucion de la capa polimérfica o zona

hilar.

" serfa interesante

Si estas alteraciones en el hipocampo se deben a la deficiencia en Atg4b
realizar un estudio a largo plazo mediante resonancia magnética, para poder seguir la evolucion
de la morfologia del hipocampo a medida que crece el raton, a fin de saber si esta morfologia
alterada ocurre desde edades muy tempranas y si va empeorando a lo largo de la vida de los

-

ratones Atgdb™. Ademas, esto permitiria establecer grupos de ejercicio mas homogéneos,

-

pudiendo realizar estudios de ejercicio con grupos de ratones Atg4b™ sin alteraciones en el

hipocampo y grupos con ratones con el hipocampo anémalo.

No hemos encontrado ningun estudio que describa una morfologia como la observada a nivel del
giro dentado. Sin embargo, el “cierre” del giro dentado implicaria la disminucion, o incluso
pérdida, de la capa polimdrfica situada entre los dos brazos del giro dentado. La degeneracion de
la capa polimérfica suele ser caracteristica de patologias como la epilepsia y el accidente
cerebrovascular, fundamentalmente debido a que las células de la capa granular del giro dentado
estan hiperexcitadas, a consecuencia de la pérdida de las aferencias de las neuronas localizadas
en la capa polimoérfica (Jinde y cols., 2012).

La pérdida masiva de células musgosas presentes en la capa polimérfica provoca una
hiperexcitacion de las células granulares que, segun los estudios de Jinde y cols. (2012), produce
una alteracion de la discriminacién de contexto y un incremento de la ansiedad. Para comprobar

-

si los ratones Atg4b™ mostraban un comportamiento asociado a la ansiedad, partimos de los

videos grabados para el test de reconocimiento de objetos.
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La ansiedad se caracteriza por un estado de excitacion sostenida, vigilancia y aprension, que
produce patrones especificos de comportamiento defensivo (Tovote y cols., 2015). Para evaluar
el estado de ansiedad en modelos animales, se pueden utilizar diferentes técnicas entre las que se
encuentra el test open field, o prueba de campo abierto, que permite observar el comportamiento
exploratorio de los ratones. Gracias a este test se pueden detectar estados de ansiedad, si el
animal explora los extremos de la jaula pegado siempre a las paredes, sin atreverse a desplazarse
por el centro de la misma, o incluso de depresion, si permanece la mayor parte del tiempo quieto

en alguna de las esquinas.

Los resultados obtenidos en cuanto al tiempo ambulatorio mostraron que, si bien no son

significativos, el tiempo ambulatorio es menor en los animales Atg4b™

al final del experimento,
cuando tenian 3,5 meses de edad, mientras que los ratones que entrenaron resistencia no
experimentaron dicho descenso. Asi, es posible que el déficit parcial de autofagia que presentan

los ratones Atg4b™

afecte a las regiones del cerebro implicadas en este tipo de comportamiento.
Sin embargo, seria necesario incorporar los resultados del nuevo grupo de animales que estamos
realizando actualmente para determinar si existe un efecto a este nivel. Ademas, también estamos

procesando animales Atg4b™

de 12 meses de edad, para saber si las alteraciones que vemos en el
hipocampo son especificas de estas camadas o bien estaban presentes en animales de mas edad y

que nunca han realizado ejercicio.

Las alteraciones morfolégicas que hemos observado en el hipocampo de los ratones Atg4b™

puede que no sélo afecten al hipocampo dorsal, que es la zona que aparece en las secciones
sagitales con las que hemos estado trabajando. Profundizando mas en el cerebro apareceria el
hipocampo ventral. Esta descrito que el hipocampo en los ratones puede dividirse en dos
regiones: dorsal y ventral (Bannerman y cols., 2003). El hipocampo dorsal desarrolla funciones
principalmente cognitivas, mientras que el hipocampo ventral esté relacionado con el estrés, la
emocion y el afecto (Fanselow y Dong, 2010). Por lo tanto, seria interesante analizar también la
zona ventral del hipocampo en estos animales y ver si esta zona presenta algun tipo de alteracion.
Algunos estudios sugieren que el hipocampo no debe estudiarse como una regién Unica, sino que
hay que analizar cada region por separado, puesto que pueden degenerar de forma diferente
(Fuster-Matanzo y cols., 2011). Ademas, incluso existe una expresion génica diferente en cada
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una de las regiones, lo cual apoya ain mas el hecho de que sus funciones no sean las mismas

(Fanselow y Dong, 2010).

El objetivo principal de este trabajo era determinar qué tipo de entrenamiento (fuerza o
resistencia) era mejor para el proceso de neurogénesis producido en el giro dentado, y determinar
si la autofagia esta implicada en estos efectos. Este estudio seria el primero en analizar el efecto
del ejercicio de fuerza a este nivel, ya que gran parte de los trabajos en los que se explora
neurogénesis y ejercicio fueron realizados bien con un acceso libre para los ratones a una rueda
en su jaula (a modo de ejercicio voluntario) (Lira y cols., 2013), o bien con protocolos para
ejercicio de resistencia (He y cols., 2012b). Ademas, para tratar de determinar los mecanismos
moleculares que se inducen tras el ejercicio de fuerza o de resistencia, contdbamos con un
modelo de ratdn con una deficiencia parcial en autofagia, que nos permitiria determinar cual es el

papel de la autofagia en el ejercicio.

Sin embargo, al observar las secciones de cerebro de estos animales, una vez terminados los

-

periodos de entrenamiento, hemos visto que algunos de los ratones Atg4b™ presentaban

anomalias morfoldgicas en el giro dentado del hipocampo. Este defecto no habia sido descrito

con anterioridad, lo cual tuvo un efecto en el trabajo importante.

Los resultados referentes al area del giro del hipocampo en distintas condiciones de ejercicio no

-

se corresponden con lo esperado. Los animales Atg4b™ que realizaron ejercicio mostraron un

area menor de esta zona, pero no podemos determinar si es por accion del ejercicio, lo cual iria
en contra de los estudios que indican que el ejercicio fisico incrementa la neurogénesis, o bien

por esta anomalia que hace que el area sea mas pequefia.

También es importante analizar los resultados obtenidos en las pruebas de evaluacion de fuerza y

resistencia de estos animales, ya que no podemos descartar que las diferencias observadas entre

-

los grupos Wt y los grupos Atg4b™ sean debidas a la presencia de estos animales anémalos. Una

cosa similar ocurri6 en el trabajo de Marifio y cols. (2010), donde analizaron la coordinacién

-

motora de los ratones Atg4b™en una prueba de rotarod. En este test se mide el tiempo que tardan

-

los ratones en caer del aparato. Los animales Atg4b™ mostraron una latencia menor que los
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-

correspondientes Wt. Sin embargo, aproximadamente un 25% de los Atg4b™ fueron incapaces de

realizar la prueba, al permanecer sobre el rotarod s6lo unos segundos.

En la actualidad, estamos llevando a cabo otro entrenamiento subcrénico con un nuevo grupo de
ratones, a los que estamos inyectando bromodeoxiuridina, un andlogo de la timina que se
incorpora a las células en proliferacion para lograr un seguimiento mas eficiente del proceso
neurogénico, y poder ademas incrementar el nimero de ratones en los test de comportamiento.
Ademas, en paralelo a este trabajo, se han puesto a punto una serie de inmunofluorescencias para
diferentes marcadores de neurogénesis que estan siendo analizadas en los ratones que formaron
parte de los entrenamientos ya concluidos. Estos marcadores nos permitiran determinar el efecto
del ejercicio sobre la neurogénesis, asi como valorar si las alteraciones observadas en algunos

-

animales Atg4b™ afectan también a este proceso.

Por ultimo, debemos continuar explorando el hipocampo de estos animales en condiciones
normales, ya que podrian revelar qué papel juega la autofagia tanto en la capa granular del giro
dentado como en el mantenimiento del capa polimorfica de esta zona del hipocampo. Asimismo,
también es necesario conocer hasta qué nivel estd afectada la zona ventral del hipocampo de
estos animales Atg4b™".
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CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos, las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

1) Los protocolos de ejercicio de fuerza y de ejercicio de resistencia aplicados fueron eficaces

tanto en el entrenamiento subcrénico como en el entrenamiento cronico.

2) Los ratones Atg4b” respondieron a los entrenamientos con una capacidad de mejora en los
ejercicios de fuerza y de resistencia menor a la observada en los animales Wt, implicando que
el proceso autofagico es importante a este nivel.

-

3) Aproximadamente un 25% de los ratones Atg4b™ presentan un giro dentado anémalo, con

una capa polimérfica muy disminuida.
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