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RESUMEN (en espaiiol)

El estilo de vida en las poblaciones occidentales se caracteriza por la dieta hipercalorica
y la inactividad fisica, lo cual estd asociado a enfermedades no transmisibles. Sin
embargo, tanto la dieta como la actividad fisica son factores modificables que, pautados
de forma correcta, pueden disminuir o retrasar la aparicién de enfermedades, como las
patologias neurodegenerativas. En cuanto a la actividad fisica, descifrar los mecanismos
moleculares que subyacen al ejercicio tiene un gran potencial preventivo y clinico. Las
adaptaciones fisioldgicas derivadas del entrenamiento favorecen, entre otros procesos,
el mantenimiento de la homeostasis de todo el organismo, siendo la autofagia uno de
sus principales mecanismos. Por ello, la induccion de esta via de degradacion por el
ejercicio podria ser clave en la prevencion de estas enfermedades. Ademas, la practica
de actividad fisica es una estrategia de bajo coste que mejora la calidad de vida y que no
tiene efectos secundarios.

Aunque el ejercicio fisico se sustenta sobre la actividad del aparato locomotor, sus
efectos pueden observarse, por ejemplo, en el sistema nervioso. Asi, el entrenamiento de
resistencia favorece la neurogénesis y la formacion de sinapsis, lo cual revierte en una
mejora a nivel de la funcidn encefilica, jugando un papel importante en la prevencion
de enfermedades neurodegenerativas. Por otro lado, este tipo de entrenamiento es capaz
de inducir la autofagia en el encéfalo de modelos murinos, sugiriendo asi la implicacion
de esta via en los procesos de adaptacion al ejercicio a nivel encefalico. Sin embargo, se
sabe poco de los efectos de otros tipos de entrenamiento, como el de fuerza, sobre estos
aspectos. Por ello, la hipdtesis que se plantea en esta Tesis Doctoral es que tanto el
ejercicio de fuerza como el de resistencia producen efectos beneficiosos sobre los
mecanismos de adaptacion al ejercicio en el encéfalo a diferentes niveles: funcional,
afectando a la conducta; celular, afectando a la neurogénesis adulta; y molecular,
afectando a los niveles de proteinas presindpticas. Y para que estas adaptaciones tengan
lugar es necesaria la participacion de la via autofagica.

Se utilizaron dos modelos murinos con déficit parcial y sistémico de autofagia (atg4d”
y atg4b”) con el objetivo de determinar si la deficiencia parcial afecta a nivel
conductual. Los resultados mostraron alteraciones relacionadas con la ansiedad en el
modelo atg4d””, mientras que ambos modelos tenian afectada la memoria a corto plazo.
A continuacién, determinamos las capacidades fisicas tanto de resistencia como de
fuerza en el modelo arg4bh” a los 2 meses de edad, observando que presentaban una
capacidad de fuerza menor que los ratones salvajes (Wt), lo cual indica que la autofagia
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es necesaria para la cualidad de fuerza. Con el fin de evaluar el efecto de los
entrenamientos de resistencia y de fuerza sobre este modelo deficiente en autofagia, se
utilizaron ratones macho Wt (n=36) y atg4b” (n=36), divididos en tres grupos: control,
fuerza y resistencia. Se aplico un programa de entrenamiento fisico de fuerza o de
resistencia durante dos periodos: intervencion a corto plazo, de 2 semanas, e
intervencion a largo plazo, de 14 semanas. Se analiz6 la conducta (en la intervencion a
corto plazo), la neurogénesis adulta en el hipocampo, los niveles de proteinas
presinapticas (CSPa y a-sinucleina) y los niveles de proteinas autofagicas (LC3 y p62)
en corteza cerebral, estriado, hipocampo y cerebelo.

Las principales conclusiones indican que tanto el entrenamiento de fuerza como el de
resistencia generan adaptaciones en el cerebro al inducir la neurogénesis adulta en el
hipocampo y aumentar la autofagia en la corteza cerebral. Sin embargo, cuando existe
una deficiencia en la ruta autofagica las adaptaciones al ejercicio de fuerza se ven
comprometidas. Debido al descenso de esta via a lo largo de la vida, estos resultados
apoyan los beneficios del entrenamiento durante el envejecimiento.

RESUMEN (en inglés)

Western lifestyle is characterized by hypercaloric diet and physical inactivity, which are
associated with noncommunicable diseases. However, diet and physical activity are
modifiable factors that, correctly applied, can reduce or delay the occurrence of
diseases, such as neurodegenerative pathologies. Regarding physical activity,
deciphering exercise molecular mechanisms may have a great potential at preventive
and clinic levels. Physiological adaptations to training favor, among others, homeostasis
maintenance in the whole body, being autophagy one of the main mechanisms. Thus,
exercise induction of this degradative pathway could be a key in disease prevention.
Moreover, regular physical activity is a low-cost strategy which improves life quality
without negative secondary side effects.

Although physical activity is based on the locomotive system activity, its effects can be
observed, for example, in the nervous system. Thus, endurance training favors adult
neurogenesis and synapse formation, improving brain function and playing an important
role in the prevention of neurodegenerative diseases. On the other hand, this type of
training is able to induce autophagy in the brain of mouse models, suggesting the role of
this route in brain adaptive response to exercise. However, less is known regarding the
effect of other types of exercise, such as resistance exercise, at brain level. Thus, the
hypothesis of this work is that both resistance and endurance exercise are able to induce
beneficial effects on exercise adaptive response mechanisms in the brain at different
levels: functional, affecting behavior; cellular, affecting adult neurogenesis; and
molecular, affecting presynaptic protein levels. In order to all these responses take
place, autophagy is needed.

Two mouse models with partial systemic autophagy deficiency have been used (atg4d”
and atg4b”) to determine whether behavior is affected by autophagy. Results showed
that the atg4d”~ model presented alterations in anxiety related behaviors, while both
models had short-term memory affected. Next, we explored endurance and resistance
physical capacities in the atg4h”" mouse model at 2 months of age. In these mice,
resistance capacity was lower than the observed in their wild-type (Wt) counterparts,
suggesting that autophagy is needed for resistance capacity. In order to evaluate the
effects of endurance and resistance trainings in the atg4h”" mouse model, male Wt
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(n=36) and atg4b”" (n=36) mice were divided in three groups: control, resistance, and
endurance. Endurance or resistance physical training programs were applied along two
different periods: short-term intervention, for 2 weeks, and long-term intervention, for
14 weeks. Behavior (in the short-term intervention), hippocampal adult neurogenesis,
presynaptic proteins (CSPa and a-synuclein) levels, and autophagic proteins (LC3 and
p62) levels in cerebral cortex, striatum, hippocampus and cerebellum were analyzed.

Main conclusions indicate that both endurance and resistance trainings favor brain
adaptive responses, since they induce hippocampal adult neurogenesis and increase
autophagy in cerebral cortex. However, when a deficiency in the autophagic route is
present, resistance training adaptive response is compromised. Due to the decrease of
the autophagy pathway throughout life, these results support beneficial effects of
resistance training during aging.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR
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I. ABREVIATURAS



Abreviaturas



ADN
AMP

AMPK

ARNm
Atg
ATP
BCA
BDNF
CA

CaMK

CMA
CSPa
DCX
DG
GFAP

Hsc70

IGF-1
IPC
IUOPA
KO
KO-14C
KO-14F
KO-14R

KO-2C

Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico
Adenosina monofosfato/ adenosine monophosphate

Proteina quinasa activada por adenosina monofosfato/ adenosine
monophosphate activated protein kinase

Acido ribonucleico mensajero

Gen relacionado con autofagia/ autophagy-related gene

Adenosina trifosfato/ adenosine triphosphate

Acido bicinconinico/ bicinchoninic acid

Factor neurotréfico derivado del cerebro/ brain derived neurotrophic factor
Cuerno de Ammon/ cornu Ammonis

Quinasa dependiente de calcio/calmodulina/  calcium/calmodulin-
dependent protein kinase

Autofagia mediada por chaperonas/ chaperone-mediated autophagy
Cysteine string protein a

Doblecortina/ doublecortin

Giro dentado/ dentate gyrus

Proteina fibrilar acidica de la glia/ glial fibrillary acidic protein

Proteina de choque térmico de 70 kDa/ heat shock-cognate protein of 70
kDa

Factor de crecimiento insulinico tipo 1/ insulin-like growth factor-1

Célula progenitora intermedia/ intermediate progenitor cell

Instituto Universitario de Oncologia del Principado de Asturias

Knockout

Ratones knockout controles pertenecientes a la intervencion de 14 semanas
Ratones knockout entrenados en fuerza durante 14 semanas

Ratones knockout entrenados en resistencia durante 14 semanas

Ratones knockout controles pertenecientes a la intervencion de 2 semanas



Abreviaturas

KO-2F
KO-2R

LAMP-2A

LC3A

LC3B

LC3C

lys-Hsc70

mTORCI

mTORC2

NeuN
NSC

NSF

OMS
p62/ SQSTM1

p70 S6K

PE

PGC-1la

PI3-K
Pro-LC3

SGT

Ratones knockout entrenados en fuerza durante 2 semanas
Ratones knockout entrenados en resistencia durante 2 semanas

Proteina de membrana asociada al lisosoma tipo 2A/ lysosome-associated
membrane protein type 24

Proteina 1 de cadena ligera 3o asociada a microtibulos/ microtubule-
associated protein 1 light chain 3a

Proteina 1 de cadena ligera 3B asociada a microtubulos/ microtubule-
associated protein 1 light chain 3

Proteina 1 de cadena ligera 3y asociada a microtubulos/ microtubule-
associated protein 1 light chain 3y

Proteina de choque térmico lisosomal de 70 kDa/ lysosomal heat shock-
cognate protein of 70 kDa

Complejo 1 de la diana de rapamicina en células de mamifero/ mammalian
target of rapamycin complex 1

Complejo 2 de la diana de rapamicina en células de mamifero/ mammalian
target of rapamycin complex 2

Proteina nuclear neuronal/ neuronal nuclei protein
Célula madre neural/ neural stem cell

Factor sensible a N-etilmaleimida/ N-ethylmaleimide sensitive factor
protein

Organizacion Mundial de la Salud
Sequestosome 1

Proteina quinasa S6 ribosomal de 70 kDa/ 70 kDa ribosomal protein S6
kinase

Fosfatidiletanolamina/ phosphatidylethanolamine

Coactivador 1la del receptor gamma activado por el proliferador de
peroxisomas/  peroxisome  proliferator-activated — receptor — gamma
coactivator I-a

Fosfatidilinositol 3-quinasa/ phosphatidylinositol 3-kinase

Precursor de LC3

Proteina rica en glutamato y treonina/ glutamate- and threonine-rich
protein



SGZ

SNAP

SNAP-25

SNARE

Svz

TSC2

ULK

VAMP2

VEGF

WB

Wt

Wt-14C

Wt-14F

Wt-14R

Wt-2C

Wt-2F

Wt-2R

Abreviaturas

Zona subgranular/ subgranular zone
Proteinas de fijacion soluble de NSF/ soluble NSF attachment proteins

Proteina de 25 KDa asociada a sinaptosoma/ synaptosomal-associated
protein of 25 KDa

Receptores de proteinas de fijacion soluble de NSF/ soluble NSF
attachment proteins receptors

Zona subventricular/ subventricular zone
Tuberina/ tuberin

Complejo quinasa similar a Unc-51/ Unc-51 like autophagy activating
kinase

Proteina 2 de membrana asociada a vesicula/ vesicle-associated membrane
protein-2

Factor de crecimiento endotelial vascular/ vascular endotelial growth
factor

Western blot

Tipo salvaje/ wild type

Ratones wild type controles pertenecientes a la intervencion de 14 semanas
Ratones wild type entrenados en fuerza durante 14 semanas

Ratones wild type entrenados en resistencia durante 14 semanas

Ratones wild type controles pertenecientes a la intervencion de 2 semanas
Ratones wild type entrenados en fuerza durante 2 semanas

Ratones wild type entrenados en resistencia durante 2 semanas



Abreviaturas



II. INTRODUCCION



Introduccion



Introduccidon

1. El ejercicio fisico

1.1. Importancia evolutiva de la actividad fisica en la salud

Evolutivamente, el movimiento es un requisito fundamental en la supervivencia
del ser humano. Hace miles de afios era imprescindible para conseguir alimentos,
defenderse ante depredadores o construir refugios, lo que produjo respuestas biologicas
adaptativas diferentes en la fisiologia, segun la intensidad y la duracion de la actividad
fisica. Sin embargo, con el transcurso del tiempo, la especie humana ha sido capaz de
desarrollar altos niveles de tecnologia, lo que ha contribuido a facilitar labores que antes
eran muy tediosas, a costa de transformar nuestro estilo de vida haciéndolo mas
sedentario. Esto ha llevado a que, actualmente, la forma de vida del ser humano haya
cambiado radicalmente, y resulte muy dificil alcanzar los niveles saludables de
actividad fisica exclusivamente mediante las tareas diarias. Por ello, se intenta estimular
a la sociedad para que realice ejercicio fisico con asiduidad (Hawley et al., 2014; Neufer

et al., 2015).

Segun el Diccionario de la Real Academia Nacional de Medicina, la actividad
fisica se define como: la “Contraccion voluntaria de los musculos esqueléticos, que
implica un consumo energético, con fines laborales o de ejercicio fisico”, por lo que el
ejercicio forma parte de la actividad fisica, al igual que otras actividades que entrafian
movimiento corporal y que se realizan mientras se llevan a cabo actividades recreativas,
de trabajo o de desplazamiento. El ejercicio es una actividad fisica planificada,
estructurada y repetitiva que tiene como objetivo mejorar o mantener los componentes

de la aptitud fisica (Organizaciéon Mundial de la Salud, OMS, 2010).

Estudios epidemiologicos han demostrado que la actividad fisica es un factor
que condiciona la salud (Morris et al., 1953; Myers et al., 2002), influyendo en el
desarrollo y la esperanza de vida (OMS, 2010). Por el contrario, la inactividad tiene
graves consecuencias tanto a nivel fisiolégico como a nivel clinico (Hawley et al., 2014;
Neufer et al., 2015). De hecho, es el cuarto factor de riesgo de muerte en el mundo,
estando, ademads, asociada al 21 %-25 % de los canceres de mama y colon, al 27 % de
los casos de diabetes y al 30 % de la carga de cardiopatia isquémica (OMS, 2010). Por

ello el ejercicio aporta grandes beneficios que abarcan desde el mantenimiento del
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rendimiento fisico, hasta la prevencion y el tratamiento de un gran ntimero de
patologias, como enfermedades cardiovasculares, respiratorias, diabetes tipo 2,
obesidad, osteoporosis, sarcopenia, algunos tipos de céncer o enfermedades

neurodegenerativas, entre otras (Neufer et al., 2015; Grazioli et al., 2017).

La préctica de ejercicio fisico regular es una actividad de bajo coste, que mejora
la calidad de vida y apenas produce efectos secundarios, siendo su accion semejante, en
algunos casos, a la del tratamiento con farmacos (Fiuza-Luces et al., 2013). Sin
embargo, el ejercicio no solo ayuda a tratar patologias, sino que también permite
prevenirlas, lo que revierte a nivel econdmico en una reducciéon del gasto publico
sanitario (Vina et al., 2012). Ademas, es el tGnico tratamiento que permite atenuar la
disminucién de las aptitudes fisicas relacionadas con el envejecimiento, ya que ningun
farmaco es capaz de revertirlo a nivel general, pero el ejercicio regular mitiga los

efectos del envejecimiento a nivel sistémico (Garatachea et al., 2015).

1.2. Respuesta fisiologica al ejercicio

El ejercicio fisico se sustenta sobre la actividad muscular, que actia sobre
palancas dseas, produciendo un trabajo. El musculo esquelético estd compuesto por
sincitios: células de gran tamafio que poseen varios nucleos y que resultan de la fusion
de varias células. Estos sincitios se extienden, frecuentemente, de tendon a tendon, por
lo que se les denomina fibras musculares. Las fibras musculares soportan todo tipo de
actividades, algunas de baja amplitud y esfuerzos repetitivos, como el mantenimiento de
la postura, y otras de intensidad muy alta, como levantar grandes pesos de forma
puntual (Rowe et al., 2015). Esto es posible gracias a la existencia de diferentes tipos de
fibras adaptadas a las tareas que se realizan: fibras lentas o de tipo I, que presentan una
velocidad de contraccion lenta y pueden trabajar durante periodos largos de tiempo, y
fibras rapidas o de tipo II, que poseen una velocidad de contraccion mas rapida, lo que
conlleva mayor fatiga. A su vez, las fibras rapidas se pueden clasificar en fibras de tipo
II-a, de tipo II-b y de tipo II-x/d (Ferraro et al., 2014; Hawley et al., 2014; Rowe et al.,
2015).
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Las fibras de tipo I y Il-a tienen mayor capacidad oxidativa, puesto que
presentan mayor numero de mitocondrias y capilares por fibra, lo que permite que en
ellas se produzca la oxidacion de la glucosa, de los 4cidos grasos y, en menor medida,
de las proteinas, para generar adenosina trifosfato (ATP) mediante metabolismo
aerobio. Ademas, poseen altas concentraciones de mioglobina, lo que da lugar a que
estas células tengan un tono rojizo y también se les denomine fibras rojas. Sin embargo,
las fibras de tipo II-b y II-x/d son principalmente glucoliticas y contienen proteinas
fibrilares que les permiten generar movimientos rapidos y de gran potencia. El nimero
de mitocondrias y capilares en cada una de estas fibras es menor que en las de tipo I y
II-a, por lo que la sintesis de ATP se produce a expensas del metabolismo anaerobio,
siendo cuantitativamente menos eficiente, pero mas rapida (Gundersen et al., 2011;

Ferraro et al., 2014; Rowe et al., 2015).

Todos los mamiferos poseen diferentes tipos de fibras musculares, pero el
porcentaje de las mismas varia entre individuos. El musculo esquelético adquiere esta
heterogeneidad durante el desarrollo, aunque en la edad adulta presenta gran plasticidad,
pudiendo adquirir una mayor red de capilares y mitocondrias para mantener la
homeostasis celular, que conlleva un cambio del contenido fibrilar y de las propias

fibras (Hawley et al., 2014; Rowe et al., 2015).

Por todo lo anteriormente descrito, el ejercicio fisico produce una respuesta
adaptativa en el musculo esquelético que depende del tipo de ejercicio que se practique,
de la intensidad, del volumen y de la frecuencia de los estimulos contractiles (Rowe et
al., 2015). Sin embargo, el ejercicio fisico no solo actia sobre el musculo esquelético
sino también sobre otros tejidos y organos, como el tejido adiposo, el pancreas, el
higado, el hueso, o el cerebro (Pedersen y Febbraio, 2012). Para realizar ejercicio
voluntario es necesario, en primer lugar, que se envie una sefal desde la corteza motora
del cerebro hacia la médula espinal, para que se activen diversas unidades motoras que
produzcan la contraccion muscular. Asi mismo, otros estimulos nerviosos actuan a la
vez sobre los sistemas cardiovascular, respiratorio, metabolico y endocrino, enviando
sefales, que producen una activacion a nivel sistémico, incrementandose las demandas

metabolicas y rompiéndose la homeostasis celular (Hawley et al., 2014).
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1.3. Tipos de cualidades fisicas y su entrenamiento

El ejercicio fisico se basa en diferentes tipos de cualidades fisicas y motrices,
cada una de las cuales causa efectos y beneficios distintos sobre el organismo: fuerza,
resistencia, velocidad, flexibilidad, equilibrio y coordinacion. Esta Tesis se centra en las
dos mas estudiadas, la fuerza y la resistencia, y en su entrenamiento, lo cual

denominaremos, a partir de ahora, como ejercicio de fuerza y ejercicio de resistencia.

Ejercicio de fuerza

En el contexto biologico, la fuerza es la capacidad de vencer fisicamente una
resistencia por medio de la accion muscular. Cuando se realiza ejercicio de fuerza se
produce una adaptacion del musculo esquelético que conlleva el incremento del niimero
de nucleos y de proteinas contractiles en los miocitos, lo que se traduce en un aumento
de la masa muscular (Bruusgaard et al., 2010). El ejercicio de fuerza estd asociado con
la activacion de las fibras répidas, o de tipo II-b, del musculo esquelético. Estas fibras
presentan un didmetro grande y estdn formadas por miofibrillas densas e importantes
reservas de glucdgeno. Ademas, el restablecimiento energético en ellas se lleva a cabo
sin la presencia de oxigeno, lo que relaciona al ejercicio de fuerza con el metabolismo
anaerdbico (Rowe et al., 2015). Desde el punto de vista de la salud, el ejercicio de
fuerza es muy importante en la prevencion, no solo de la pérdida de masa muscular,
sino también de la pérdida de densidad oOsea, ya que se ha demostrado que el
entrenamiento de fuerza promueve la sintesis de marcadores involucrados en la
formacion del hueso, y disminuye los niveles de aquellos relacionados con la resorcion
del tejido 6seo (Mosti et al., 2013). A su vez, el ejercicio de fuerza puede cumplir un
papel fundamental en patologias metabdlicas como la obesidad o la diabetes, ya que se
ha visto que aporta grandes beneficios en relacion con la sensibilidad a la insulina
(Lumb, 2014). Asi mismo, diversos estudios han descrito, a nivel cerebral, que el
ejercicio de fuerza es capaz de mejorar la funcidon cognitiva (Northey et al., 2018; Wilke

etal., 2019).

Por todo ello, este tipo de ejercicio representa una intervencion no farmacologica

muy importante para prevenir lesiones, asi como diferentes patologias como la
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sarcopenia, la osteopenia, la osteoporosis, la obesidad, la diabetes o el deterioro

cognitivo.

Ejercicio de resistencia

La resistencia es la capacidad para llevar a cabo un trabajo durante un tiempo
prolongado. El ejercicio de resistencia esta asociado con las fibras lentas o de tipo I, y
requiere gran demanda energética y un elevado consumo de oxigeno, por lo que esta
relacionado con el metabolismo aerdbico. Para ello, produce la activacion de las rutas
metabolicas oxidativas, glucoliticas y lipoliticas, para recuperar los niveles de ATP

(Ferraro et al., 2014; Rowe et al., 2015).

El ejercicio de resistencia estd relacionado con la prevencién de patologias
cardiovasculares, como la cardiopatia isquémica o el accidente cerebrovascular, ya que
previene la obesidad y disminuye, a nivel circulatorio, la concentracion de triglicéridos
y lipoproteinas de baja densidad (LDL), mientras que incrementa las lipoproteinas de
alta densidad (HDL), lo que evita la aparicion de aterosclerosis (Garber et al., 2011;
Gleeson et al., 2011). Ademads, es capaz de reducir la presidn sanguinea, mejorar la
sensibilidad a la insulina, regular la concentraciéon de marcadores pro-inflamatorios
(controlando la inflamacién sistémica), o aumentar los niveles de algunos factores de
crecimiento, como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) (Garber et al., 2011; Gleeson et al., 2011; Pedersen y Febbrario, 2012; Lumb,
2014; Hung et al., 2015).

El ejercicio de resistencia también produce diversos efectos sobre el cerebro: es
capaz de disminuir la ansiedad y de prevenir el deterioro cognitivo y la demencia
(Erickson et al., 2015). Ademas, se ha visto en modelos animales que puede inducir la
neurogénesis en el hipocampo, lo que le confiere un papel importantisimo a nivel

cerebral (van Praag et al., 1999; Kempermann et al., 2010).
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1.4. Regulacion molecular del ejercicio

A pesar de la evidencia de que el ejercicio fisico produce grandes beneficios
para la salud, no se conocen aun las bases moleculares exactas que los inducen. De
hecho, se estima que los efectos protectores del ejercicio sobre el organismo pueden ser
mayores de lo que se pronostica actualmente (Neufer et al., 2015). La ciencia ha
intentado fraccionar diferentes sistemas biologicos para que resultasen mas faciles de
estudiar y comprender sus bases bioquimicas. Esto también se ha llevado a cabo para
tratar de explicar las bases moleculares del ejercicio, pero su biologia integrativa es
compleja, y no es suficiente estudiar sus componentes de forma individual para lograr
conocer su accion a nivel fisioldogico. Aun asi, en los Ultimos afos, la aparicion de
nuevas técnicas moleculares ha ayudado a aportar nuevos datos sobre algunos de los

mecanismos fundamentales del ejercicio (Hawley et al., 2014; Rowe et al., 2015).

Al realizar ejercicio de fuerza, por ejemplo, el levantamiento de pesas en
halterofilia, la contraccion muscular que se produce se caracteriza por ser de alta
intensidad y corta duracién. A nivel de la célula muscular, el ejercicio de fuerza esta
relacionado con la sintesis proteica y la hipertrofia muscular (Figura 1). Uno de los
principales complejos que activa la fuerza es mTORC1 (complejo 1 de la diana de
rapamicina en células de mamifero), que se encarga de la regulacién de la sintesis y
degradacion proteica, asi como del crecimiento celular. mTORCI induce la sintesis de
diferentes factores involucrados en la traduccion del acido ribonucleico mensajero
(ARNm), como factores de iniciacion y de elongacion. Por otro lado, también facilita la
biogénesis ribosomal para la traduccion del ARNm y la sintesis proteica. La activacion
de mTORCI1 provoca la fosforilacion de 4E-BP1 (proteina de union al factor de
iniciacion de la traduccion eucaridtica) y p70 S6K1 (proteina quinasa S6 ribosomal de
70 kDa), produciendo la formacion del complejo elF4F, que junto a elF4B, permiten la
formacion del complejo de pre-iniciacion 48S para que se lleve a cabo la traduccion del

ARNm (Adegoke, 2012; Kimball, 2014; Watson et al., 2014; Atherton et al., 2015).
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Figura 1. Vias de seiializacion que se activan al realizar ejercicio de fuerza o de resistencia. Cuando
se realiza ejercicio de fuerza se induce la via PI3-K (fosfatidilinositol 3-quinasa) y Akt, en la que se activa
el complejo mTORCI1 que fosforila a 4E-BP1 y p70 S6K, induciéndose la formacion del complejo de pre-
iniciacion 48S para que se inicie la traduccion de diferentes ARNm y se sinteticen proteinas, lo que
conlleva hipertrofia muscular. Sin embargo, cuando se realiza ejercicio de resistencia aumenta la
concentracion de calcio y de AMPK (proteina quinasa activada por AMP), asi como la fosforilacion de
p38, una proteina que forma parte de las MAPK (proteinas quinasas activadas por mitégenos). Esto
produce la activacion de PGC-1 (coactivador la del receptor gamma activado por el proliferador de
peroxisomas), que interviene en la regulacion de la transcripcion de proteinas mitocondriales implicadas

en la biogénesis mitocondrial. Figura adaptada de Hawley et al., 2009.

Por otro lado, cuando se realiza ejercicio de resistencia, como correr o montar en
bicicleta, se produce la contraccion de diversos musculos esqueléticos durante un
periodo largo de tiempo, lo que conlleva un incremento sostenido de la concentracion
de calcio en el sarcoplasma celular (Figura 1). Dicho incremento mantenido produce la
activacion de CaMK (quinasa dependiente de calcio/calmodulina), aumentandose la
expresion de PGC-1a (Hawley et al., 2014; Combes et al., 2015; Rowe et al., 2015).
PGC-la regula la transcripcion de proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo
celular y en el genoma de la mitocondria que intervienen en la biogénesis mitocondrial

(Lin et al., 2005).
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Otras rutas intracelulares que favorecen el aumento de la expresion de PGC-1a
en el musculo esquelético, durante la realizacion de ejercicio de resistencia, son las
reguladas por el incremento de AMP (adenosina monofosfato) y p38 MAPK. Cuando la
relacion AMP/ATP se incrementa y se produce la disminucion del nivel energético, se
activa la proteina AMPK, aumentando los niveles de PGC-1a y activando a la proteina
tuberina (TSC2). De esta forma, se inhiben las vias anabdlicas, que requieren energia
para llevarse a cabo, y se activan las rutas catabolicas de carbohidratos y acidos grasos,
para que se restauren los niveles de ATP (Hawley et al., 2009). Por otro lado, p38-
AMPK también fosforila y activa a PGC-1a, lo que favorece el proceso de biogénesis

mitocondrial (Puigserver y cols, 2001; Combes et al., 2015).

Tanto mTORCI1 como AMPK son proteinas involucradas en un gran niimero de
rutas diferentes que se encargan de regular el metabolismo celular. Debido a esto, el
ejercicio fisico esta relacionado con vias celulares imprescindibles para la supervivencia
y el mantenimiento de la homeostasis celular, como la autofagia (Ferraro et al., 2014;
Vainshtein y Hood, 2016; Martin-Rincon et al., 2017). De hecho, se ha visto que el
ejercicio fisico es un inductor de la via autofigica en diferentes 6rganos como el
musculo esquelético, el tejido adiposo, el pancreas, el higado o el cerebro (Grumati et
al., 2011; He et al., 2012a, b; Lira et al., 2013; Luo et al., 2013; Bayod et al., 2014; Lo
Verso et al., 2014; White et al., 2016; Martin-Rincon et al., 2018).

2. Autofagia

En 1933 el fisico aleman Ernst Ruska construydé el primer microscopio
electronico de transmision, con un poder de resolucion, nunca antes alcanzado, que
pronto acarrearia el desarrollo de nuevas técnicas de preparacion de muestras para
microscopia e innumerables descubrimientos citologicos. Ruska recibio el Premio
Nobel de Fisica en 1986 gracias a su trabajo en dptica electronica. A principios de la
década de los cincuenta del siglo pasado, diferentes cientificos comenzaron a utilizar el
acido 6smico como tampdn de fijacion y a embeber el tejido en plastico duro del que
cortaban secciones muy finas (60-100 nm) mediante cuchillas de cristal. Estos avances

permitieron a algunos bidlogos celulares, entre los que se encontraba George Palade,
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realizar importantes estudios celulares a nivel ultraestructural, que implicarian el
comienzo de la investigacion en el proceso autofagico, entre otros mecanismos celulares

(Eskelinen et al., 2011).

La palabra autofagia deriva del griego “auto” (a si mismo) y “phagia” (comer),
y fue utilizada por primera vez en 1963 por Christian de Duve, un citélogo y
bioquimico inglés premiado en 1974 con el Nobel de Fisiologia o Medicina, junto a
George Palade y Albert Claude, gracias a sus estudios sobre los lisosomas. de Duve
utilizd este término para referirse al fendomeno celular, que observo en células de
mamifero, mediante el cual vesiculas de membrana sencilla o doble englobaban
fracciones del citoplasma y organulos, que eran digeridos posteriormente. Este proceso
se podia diferenciar de la heterofagia porque, en esta ultima, las células degradan

material extracelular (Ravikumar et al., 2010; Eskelinen et al., 2011).

Hoy en dia, los cientificos intentan descifrar los mecanismos mediante los cuales
se produce esta via autofagica. De hecho, en 2016, la Fundaciéon Nobel entregd su
premio en Fisiologia o Medicina a Yoshinori Ohsumi por la identificacion y
caracterizacion de la maquinaria autofdgica, en concreto por los genes Atg (autophagy-
related genes). Actualmente, la autofagia se define como el proceso catabolico mediante
el cual regiones del citoplasma de la célula, orgénulos, proteinas o patdogenos
intracelulares, son degradados en el lisosoma (Ravikumar et al., 2010). Existen tres

tipos de autofagia: microautofagia, autofagia mediada por chaperonas y macroautofagia.

2.1. Microautofagia

La microautofagia es el proceso autofagico menos conocido hasta el momento.
Aunque inicialmente se describio en el higado de rata, la mayor parte de la
caracterizacion de esta ruta se ha llevado a cabo en levaduras, y poco se conoce de esta
via en mamiferos. En la microautofagia, el material citoplasmatico es captado
directamente por lisosomas primarios preexistentes o por lisosomas secundarios, que
modifican su forma esférica a formas alargadas, con brazos o invaginaciones (Figura 2).
Tras ser secuestrado, el contenido citoplasmatico se degrada rapidamente en el lumen

lisosomal por hidrolasas, y el lisosoma vuelve a su morfologia inicial redondeada, para
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continuar con su ciclo. Estimulos como el déficit de nutrientes durante 48 horas induce
cambios morfologicos a nivel de la membrana del lisosoma, pero se desconoce su
influencia en la renovacion proteica (Martinez-Vicente y Cuervo, 2007; Mijaljica et al.,

2011).

Lisosoma

&
Material @ 0
citoplasmatico

Figura 2. Microautofagia. El material citoplasmatico es captado
directamente por el lisosoma, y degradado en el lumen de este organulo

mediante hidrolasas. Figura adaptada de Mizushima y Komatsu, 2011a.

2.2. Autofagia mediada por chaperonas

La autofagia mediada por chaperonas (CMA, del inglés chaperon-mediated
autophagy), a diferencia de la microautofagia, solo se ha descrito en células de
mamiferos (Cuervo y Wong, 2014; Cai et al., 2015). Es un proceso complejo mediante
el cual las proteinas citosolicas con el motivo KFERQ son translocadas al interior del
lisosoma, gracias al receptor lisosomal LAMP-2A, y degradadas por las hidrolasas

(Figura 3).

Diferentes estudios han demostrado que cuando las células de mamiferos se
encuentran en un estado de ayuno entre 8-10 horas, la autofagia mediada por
chaperonas se activa, incrementdndose la transcripcion de LAMP-2A y de lys-Hsc70
(proteina de choque térmico lisosomal de 70 kDa). A su vez, la CMA tiene la funcion de
eliminar proteinas dafadas o defectuosas para mantener la homeostasis celular,
activandose ante el estrés oxidativo o la exposicidon a componentes toxicos. Sin
embargo, la inhibicion de esta via produce la acumulacion de proteinas dafiadas,
disminuyendo la viabilidad celular y produciendo diferentes patologias, como la

neurodegeneracion (Cuervo y Wong, 2014; Cai et al., 2015).

18



Introduccidon

Figura 3. Autofagia mediada por chaperonas. (1) En el citoplasma celular se produce la conjugacion
entre Hsc70 (proteina de choque térmico de 70 kDa) y el motivo KFERQ de la proteina que se va a
degradar. (2) Posteriormente, el complejo Hsc70-proteina se une a la cola citosolica de LAMP-2A
(proteina de membrana asociada al lisosoma tipo 2A), que se encuentra en la membrana lisosomal. (3) A
continuacion, se produce la

multimerizacion de LAMP-2A,

translocandose el sustrato al qto-chapemnas

lumen lisosomal. (4) Por ultimo, sc70

se desensambla el sustrato de é N
Protefnacon \ ‘\‘

LAMP-2A gracias a la lys-  motivo KFERQ ' Gy HeeTO
—-_—

Hsc70, para volver a su estado \.
monomérico y captar nuevos E
sustratos, mientras el sustrato
inicial se degrada en el lumen

del lisosoma por la accion de las

Lisosoma

hidrolasas. Figura adaptada de
Cuervo y Wong, 2014.

2.3. Macroautofagia

La macroautofagia, a la cual nos referiremos en el resto del trabajo como
autofagia, es un sistema celular que se encarga de la digestion y el reciclaje de proteinas
y organulos defectuosos, asi como de patogenos. Es un proceso fundamental para la
supervivencia celular, ya que ayuda a mantener la homeostasis intracelular, degradando
proteinas y estructuras celulares dafiadas que tienden a formar agregados, interfiriendo
en el adecuado funcionamiento celular. A su vez, posee un papel fundamental regulando
el equilibrio energético ante el déficit de nutrientes, activaindose poco después del ayuno
y alcanzando su pico maximo tras 4-6 horas (Ravikumar et al., 2010; Mizhusima et al.,

2011; Lamb et al., 2013; Cuervo y Wong, 2014; Galluzzi et al., 2017; Yu et al., 2018).

Al igual que la microautofagia, la autofagia ha sido descrita tanto en mamiferos
como en levaduras, y actualmente se conocen mas de treinta genes que se encargan de
regular la via autofagica y sus diferentes etapas: iniciacidon, nucleacioén, expansion,

maduracion y fusion (Figura 4).
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Figura 4. Etapas de la via autofagica. La autofagia es una ruta compleja formada por varias etapas. La
primera de ellas es la de iniciacion, en la que se fusionan pequefios fragmentos de membrana de origen
inexacto e interaccionan los complejos ULK y PI3-K. Durante la etapa de nucleacion se reclutan las
proteinas necesarias para que, en la siguiente fase, la expansion, la doble membrana del fagéforo se vaya
elongando y englobando fracciones del citoplasma. Posteriormente, se produce la maduracion del
autofagosoma, ya formado, y la fusion con el lisosoma, para que en la ultima etapa se degraden los

componentes citoplasmaticos. Figura adaptada de Menzies et al., 2015.

Iniciacion

La etapa de iniciacion comienza con la fusiéon de pequefios fragmentos de
membrana, de los que aln no se conoce con exactitud su procedencia. Hasta el
momento, se han sugerido diferentes hipdtesis sobre el origen de estas estructuras
membranosas: su formacion de novo a partir de precursores moleculares, o a partir de
membranas ya preexistentes. Los estudios mas recientes indican que el candidato mas
plausible para la formacion del autofagosoma es el reticulo endoplasmatico, aunque se
cree que también pueden ser importantes el aparato de Golgi, las mitocondrias, los

endosomas y la membrana plasmatica (Lamb et al., 2013).

Bajo condiciones en las que hay un déficit de nutrientes o bajo tratamiento con algunos
farmacos, como la rapamicina, se produce la inactivacion de mTORCI y su disociacion
del complejo ULK. Posteriormente, ULK se transloca en el reticulo endoplasmatico, lo
que produce su activacion y su posterior implicacion en la regulacion de otras proteinas
clave en la via de la autofagia como PI3-K. De esta forma se lleva a cabo la primera

etapa de la via autofagica (Ravikumar et al., 2010; Lamb et al., 2013).
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Nucleacion

Durante la nucleacion los complejos ULK y PI3-K fosforilan y reclutan
diferentes proteinas entre las que se encuentran las ATG. Asi se generan los
omegasomas, estructuras de doble membrana que se forman en los dominios del reticulo
endoplasmatico. Los omegasomas son estructuras muy curvadas, que favorecen la
generacion de cambios lipidicos en la composicion del fagéforo, asi como la exposicion
de proteinas que se encuentran en la membrana de este para reclutar a otras proteinas

(Yu et al., 2018).

Expansion

La tercera etapa de la autofagia es la expansion, en la que se lleva a cabo la
elongacion de la doble membrana del fagéforo. Durante esta fase se produce la
lipidacion de LC3 o MAPILC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3) gracias
a la implicacion de las proteinas ATG4, ATG7, ATG3 y ATGI16L, que transforman
proLC3 en LC3-II en sucesivas reacciones, como se explicara mas adelante (Ravikumar

et al., 2010; Dooley et al., 2014; Schaaf et al., 2016).

Maduracion y fusion

El ayuno produce el agrupamiento de lisosomas en la zona perinuclear, a causa
de cambios en el pH intracelular. Por otro lado, los autofagosomas se forman en las
zonas mas periféricas de la célula, por lo que son desplazados bidireccionalmente a lo
largo de los microtubulos y dirigidos hacia los endosomas, con los que se fusionaran
primero, y finalmente, con los lisosomas (Yu et al., 2018). Para que se produzca la
fusién entre estas vesiculas es necesario que se fusionen sus paredes membranosas entre
si. En este proceso intervienen diferentes proteinas como las proteinas SNARE (Soluble
NSF attachment protein) o LC3 (Ravikumar et al., 2010; Galluzzi et al., 2017; Yu et al.,
2018).

Los lisosomas contienen en su membrana ATPasas que bombean protones hacia
el interior del organulo, acidificando el lumen y activando diferentes hidrolasas. Tras la
acidificacion del lisosoma, se produce la fusion con el autofagosoma, que da lugar a una

nueva vesicula denominada autolisosoma, en la que sera degradado el contenido
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citoplasmatico por las hidrolasas ya activadas (Klionsky et al., 2014; Galluzzi et al.,

2017).

2.4. Regulacion de la autofagia

La autofagia se encuentra activada de forma continua, manteniendo unos niveles
basales. Sin embargo, ante el déficit de nutrientes, la disminucion del balance energético
o la hipoxia, dicha activacion se ve incrementada gracias a la accion de diferentes
proteinas que inducen la autofagia de forma rapida (Ravikumar et al., 2010; Kim et al.,
2013; Lamb et al., 2013; Wirth et al., 2013; Klionsky et al., 2016) (Figura 5). El inicio
de la autofagia se produce antes de que los recursos energéticos se hayan agotado
completamente. De hecho, en varios estudios con ratones se ha demostrado que, tras un
ayuno de 24 horas, los niveles de autofagia estaban aumentados en muchos tejidos,
aunque tuvieran suficientes reservas de lipidos. Debido a esto, se cree que los
aminoacidos derivados de la autofagia se pueden utilizar para sintetizar proteinas

esenciales durante la adaptacion al ayuno (Mizushima y Komatsu, 2011a).

La via de mTOR es una de las més estudiadas como reguladora de la autofagia.
mTOR estd formado por dos complejos: mTORCI (regulador directo de la via
autofagica) y mTORC2, que difieren en sus componentes, en su funciéon y en su
regulacion (Ravikumar et al., 2010; Kim et al., 2013; Lamb et al., 2013). Existen
diferentes senales que regulan el inicio de la autofagia a través de mTORCI1, como el
estado energético, los aminodcidos, la glucosa, los factores de crecimiento, el estrés o
algunos farmacos, entre los que se encuentra el antibidtico rapamicina (aislado de
Streptomyces hygroscopicus) (Ravikumar et al., 2010; Kim et al., 2013; Lamb et al.,
2013).

En condiciones en las que hay abundancia de nutrientes, los aminoéacidos se
acumulan en el lisosoma de la célula, reclutindose y anclandose mTORCI1 a la
membrana del lisosoma. Posteriormente, mTORC1 se une al complejo ULK y lo
inactiva, de forma que la via autofagica no se lleva a cabo (Wirth et al., 2013). Sin
embargo, ante un déficit de aminoacidos en el lisosoma, mTORCI1 no puede ser

reclutado hacia la membrana de este organulo, por lo que se disocia del complejo ULK
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(Lamb et al., 2013). En ese momento, se fosforilan las proteinas que forman parte del
complejo ULK, activandose, lo que conlleva el inicio de la autofagia (Ravikumar et al.,
2010; Wirth et al., 2013). Una vez se hayan reestablecido los niveles adecuados de
aminodcidos, se vuelve a reactivar mTORCI1, inhibiéndose la ruta autofagica. Algunos
estudios han demostrado que el ayuno prolongado puede regular a los transportadores
de aminodcidos en la membrana plasmatica, acumulandose los aminoacidos en el
interior celular y contribuyendo a la reactivacion de mTORCI1 (Yu et al., 2018).

Aminoacidos %%9

l:.. Glucosa @ _Factores de
i crecimiento/Insulina

Citoplasma

- e

Figura 5. Regulacion de la autofagia. Bajo condiciones en las que hay abundancia de nutrientes, los
aminoacidos se acumulan en el lisosoma y se activa el complejo RAG en la membrana lisosomal, lo
que produce el reclutamiento de mTORCI y su unién al complejo ULK, inactivandolo. En condiciones
en las que hay déficit de aminoacidos, RAG se inactiva y se produce la disociacion de mTORC]1 del
complejo ULK (formado por ULKI1, ATGI13 y FIP200). De esta forma, ULK1 se autofosforila y
fosforila a ATG13 y a FIP200, activandose la autofagia. Por otro lado, ante un balance energético en el
que la relacion AMP/ATP se encuentra disminuida, se fosforila y activa AMPK, fosforilando y

activando, a su vez, a TSC2 para inhibir a mTORC]. Figura adaptada de Ravikumar et al., 2010.
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Otro de los factores que regula la via autofagica es el estado energético. Uno de
los sensores principales capaz de detectar el balance entre AMP y ATP es la quinasa
AMPK. Cuando la relacion AMP/ATP se incrementa, y se produce una reduccion del
nivel energético, AMPK se fosforila y activa, fosforilando y activando, a su vez, a
TSC2. La activacion de TSC2 conlleva la inhibicion de RHEB y, en consecuencia, de
mTORCI, induciéndose la autofagia para recuperar los niveles energéticos (Lamb et al.,
2013; Wirth et al., 2013). En otras ocasiones, AMPK puede también inhibir a mTORCI1
o activar directamente a ULK1 ante el déficit de aminoacidos o de glucosa (Gwinn et
al., 2008; Egan et al., 2011). Una vez reestablecidos los niveles energéticos se produce
la reactivacion de mTORCI1, que vuelve a conjugarse con ULKI1 inhibiéndose la

autofagia (Galluzzi et al., 2017).

La via de AMPK se activa para reestablecer el equilibrio energético cuando los
niveles de ATP disminuyen, y esto se puede producir por un déficit de nutrientes o por
un incremento del gasto energético, por ejemplo, al realizar un entrenamiento aerdbico.
Se ha observado que tanto el ejercicio de fuerza como el de resistencia son capaces de
inducir la via autofagica, aunque ain no se conoce si se debe a la accion directa de la
contraccion del musculo esquelético o a consecuencia de cambios metabolicos
indirectos (Grumati et al., 2011; Vainshtein y Hood, 2016). Por ello, diversos trabajos
han estudiado el efecto del ejercicio en el musculo esquelético de diferentes modelos de
roedores, confirmando que el ejercicio incrementa los niveles de autofagia en este tejido
(He et al., 2012a; Lira et al., 2013; Luo et al., 2013; Lo Verso et al., 2014; White et al.,
2016; Martin-Rincon et al., 2018). Sin embargo, el ejercicio fisico no solo actia a nivel
del musculo esquelético, sino que produce efectos a nivel sistémico, por lo que su
induccién de la via autofagica se ha observado en otros érganos y tejidos como el

cerebro (He et al., 2012b; Bayod, et al., 2014).

Otras senales que regulan la autofagia a través de la via de mTORCI] son los
factores de crecimiento o algunas hormonas, como la insulina. Cuando estas moléculas
se unen a su receptor especifico se activa una cascada que produce la fosforilaciéon y
activacion de PI3-K y de Akt. A su vez, Akt inhibe a TSC2 para que se active mTORCI1
y no se pueda inducir la autofagia (Ravikumar et al., 2010; Lamb et al., 2013).
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2.5. El sistema ubiquitina-proteosoma y la autofagia selectiva

La degradacion proteica es esencial para mantener la homeostasis celular, por lo
que, ademas de la autofagia, existen diversos sistemas celulares que la regulan. Cuando
hay presencia de proteinas mal plegadas en el citoplasma, estas son marcadas mediante
ubiquitinacion para su posterior degradacion. La ubiquitina es una proteina de 76
aminodcidos que presenta un aminodcido glicina unido al extremo carboxilo. Esta
glicina se une covalentemente a los grupos e—amino de varias lisinas de la proteina que
se va a degradar (Schreiber y Peter, 2014). Para que la ubiquitina se una a su proteina
diana es necesario que se produzca una cascada de tres reacciones consecutivas. En la
primera, una enzima E1 se une a la proteina ubiquitina para activarla. En la segunda
reaccion, la ubiquitina es conjugada mediante otra familia de enzimas (E2). Por ultimo,
en la tercera reaccion quimica, la familia de ligasas E3 cataliza la transferencia de la
ubiquitina, desde E2 a un grupo e—amino de una de las lisinas de la proteina que se
degradard. A su vez, al extremo amino-terminal de la ubiquitina, se puede unir otra
molécula de ubiquitina, para formar una cadena de poliubiquitinas (Korolchuk et al.,
2009; Schreiber y Peter, 2014). Hasta hace algunos afios se creia que, para que ocurriera
la degradacion de estas proteinas, era necesario que se hubiese formado una cadena de
poliubiquitinas. Sin embargo, en la tltima década se descubrid que las proteinas de
pequeiio tamafo son marcadas mediante monoubiquitinacién para ser degradadas en el

proteosoma (Shabek et al., 2012).

El proteosoma 26S es una proteasa que se encuentra en el citoplasma y en el
nicleo de la célula, y se encarga de degradar proteinas de vida media corta. Esta
formado por la subunidad 20S, que es el ntcleo proteolitico, y por dos centros
reguladores 19S (Figura 6). El nucleo proteolitico es una estructura con forma de canal
formada por cuatro anillos heptaméricos, dos de los cuales presentan siete subunidades
tipo alfa y los otros dos de tipo beta. Ademas, los residuos cataliticos del ntcleo 20S se
encuentran situados en la zona interna del canal central de la estructura. Por otro lado,
los centros reguladores 19S se encuentran en ambos extremos del proteosoma regulando
la entrada de proteinas. La particula 19S estd formada por una tapa, que se encarga del
reciclaje de la ubiquitina, y una base consistente en seis ATPasas que catalizan el
despliegue del sustrato para que se desplace hacia el nucleo 20S, donde se degrada

(Chowdhury y Enenkel, 2015).
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Figura 6. Estructura del proteosoma 26S. El proteosoma 26S es una proteasa
encargada de degradar proteinas marcadas con moléculas de ubiquitina. Esta
formado por un nucleo proteolitico 20S, cuya funcidon es la de catalizar las
proteinas, y por dos centros reguladores 19S, que controlan la entrada de la
proteina en el proteosoma, asi como del reciclaje de las ubiquitinas. Figura

adaptada de Lub et al., 2016.

Al igual que ocurre con la degradacion de proteinas en el proteosoma, la
ubiquitina puede marcar sustratos que necesitan degradarse por autofagia selectiva
(Johansen y Lamark, 2011). En este caso, las proteinas que se degradan tienen una vida
media mayor y, al permanecer mas tiempo en el citoplasma, a veces forman agregados.
Debido a esto, la autofagia es capaz de degradar proteinas de mayor tamafio y
complejidad que el proteosoma 26S no es capaz de procesar, como es el caso de
agregados proteicos, organulos defectuosos o patogenos (Schreiber y Peter, 2014). El
reconocimiento de estructuras marcadas con ubiquitina, que se deben degradar por
autofagia selectiva, se ha detectado en eucariotas superiores, pero no en levaduras, y
para que se lleve a cabo es necesario que entren en accion proteinas adaptadoras, como

p62 (también denominada SQSTM1, del inglés sequestosome 1).

La proteina celular p62 se expresa en metazoos, pero no en plantas ni en hongos,

y posee varias funciones bioquimicas diferentes, formando parte de la regulacién de
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funciones celulares esenciales, como el estrés celular, la supervivencia, la muerte celular
o la inflamacion (Moscat y Diaz-Meco, 2009; Komatsu e Ichimura, 2010; Mizhusima y
Komatsu, 2011). A su vez, también estd involucrada en la eliminaciéon de proteinas
marcadas con ubiquitina durante la autofagia, asi como en la adipogénesis y el control
energético (Komatsu e Ichimura, 2010; Moscat y Diaz-Meco, 2011). Esta formada por
440 aminoacidos y contiene un dominio PB1 en su extremo amino-terminal (dominio de
auto-oligomerizacion), seguido por un motivo dedo de zinc tipo ZZ, y un dominio
UBA, encargado de la unién con ubiquitina, en su extremo carboxi-terminal
(Birgisdottir et al., 2013). Gracias a que presenta multiples motivos de interaccion
proteina-proteina es capaz de unirse a distintas proteinas, entre las que se encuentra LC3

(Bjorkoy et al., 2005; Noda et al., 2008).

LC3 es una proteina perteneciente a la familia de las proteinas Atg8. Los
mamiferos presentan 7 homodlogos dentro de este grupo de proteinas: LC3A o
MAPILC3A (microtubule-associated protein 1 light chain 3a), que presenta dos
variantes de splicing (LC3A-a y LC3A-b); LC3B, también denominada MAP1LC3B
(microtubule-associated protein 1 light chain 3f); LC3C o MAP1LC3C (microtubule-
associated protein 1 light chain 3y); GABARAP (GABA type A receptor—associated
protein); GABARAPL1 o gecl (GABARAP-like 1) y GABARAPL2 o GATEI6
(GABARAP-like 2). Estas proteinas se sintetizan a partir de transcritos separados, sin
embargo, comparten secuencias muy similares. Todas ellas poseen una glicina muy
conservada, asi como un nucleo ubiquitina en su extremo carboxi-terminal. Por otro
lado, presentan dos hélices a en el extremo amino-terminal (Schaaf et al., 2016). De
todas estas proteinas, la mas estudiada y mejor comprendida es LC3B. Debido a esto, se
suele utilizar como marcador para analizar la actividad autofagica (Klionsky et al.,

2016).

La proteina LC3 se localiza en el citoplasma de las células y presenta diferentes
isoformas hasta formar parte de la membrana del autofagosoma. Se encuentra libre en el
citoplasma en forma de pro-LC3 y se transforma en LC3-I tras suftrir una proteolizacion
por parte de la cistein-proteasa ATG4 (Ravikumar et al., 2010; Schaaf et al., 2016).
Posteriormente, es activada por ATG7 y, a continuacion, se fosfolipida al conjugarse

con fosfoetanolamina (PE), en una reaccion en la que estd involucrada ATG3 (Dancourt
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y Melia, 2014). Una vez fosfolipidada, se transforma en LC3-II, la cual se ancla a la

membrana del fagoéforo (Figura 7).
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Figura 7. Degradacion de un agregado proteico ubiquitinado mediante autofagia. La
proteina ATG4 proteoliza a pro-LC3 transformandose en LC3-I que, a través de varias reacciones
consecutivas en las que intervienen ATG7 y ATG3, es fosfolipidada por fosfoetanolamina (PE),
convirtiéndose en LC3-I1. Esta proteina se ancla a la membrana del autofagosoma y participa en
la elongacion del fagoforo, asi como en la maduracion del autofagosoma y la fusion con el
lisosoma. Por otro lado, en el citoplasma celular se encuentra material celular, como agregados
proteicos marcados con ubiquitina, que deben ser degradados en la via autofagica. Para ello, la
proteina p62 se conjuga con la ubiquitina, y ambas, junto con el contenido a degradar, son
dirigidas hacia el interior del fagoforo, anclandose a LC3-II para ser degradadas. Figura adaptada

de Ravikumar et al., 2010 y de la web de Novus Biologicals.

LC3-II se localiza en la doble membrana del fagéforo, facilitando el
reclutamiento de otras proteinas para que se lleve a cabo la etapa de elongacion. A su
vez, estd involucrada en la maduracion del autofagosoma, asi como en la fusion con el
endosoma y el lisosoma, en las que interactia con algunas proteinas como las SNARE

(Schaaf et al., 2016; Reggiori y Ungermann, 2017, Yu et al., 2018).
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Cuando hay presencia de agregados proteicos ubiquitinados en el citoplasma
celular, que se deben degradar mediante autofagia, el dominio UBA de p62 se conjuga
con la ubiquitina y todo el sistema es transportado hacia el interior del fagoforo, que se
encuentra en la fase de elongacion (Figura 7). A continuacion, una region de p62, aun
desconocida, que se encuentra entre los dedos de zinc y el domino UBA, se une al
motivo LIR de LC3-II, quedando anclado hasta que el autofagosoma haya englobado
todo el contenido citoplasmatico. Finalmente, tanto el agregado proteico, como la
ubiquitina, p62 y la porcion de LC3-II que se encuentra en la cara interna del
autofagosoma, son degradados en el lisosoma (Komatsu e Ichimura, 2010; Johansen y
Lamark, 2011; Schreiber y Peter, 2014). Sin embargo, la regién de LC3-II que esta en la
cara citoplasmatica queda libre en el citosol, gracias a que la proteina ATG4 la
deslipida. De esta forma LC3-II adopta su forma LC3-I y es reciclada para volver a

intervenir en la autofagia de nuevo (Komatsu e Ichimura, 2010; Ravikumar et al., 2010).

Se ha demostrado que el bloqueo o el déficit de los sistemas que regulan la
proteostasis celular, como los diferentes tipos de autofagia o el sistema ubiquitina-
proteosoma, esta relacionado con la acumulacion de material de desecho que rompe la
homeostasis celular. Por eso, el mantenimiento de la proteostasis es esencial para la
conservacion de las funciones de la célula, asi como de su supervivencia, y si estos
sistemas fallan, se pueden producir diferentes patologias (Mizhusima y Komatsu, 2011).
De hecho, la disminucion de los sistemas proteostaticos esta relacionada con el

envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013, 2016).

El déficit de los sistemas celulares encargados de la degradacion y el reciclaje
de compuestos dafiinos intracelulares estd acompafiado de la acumulacion de agregados
que contienen p62 y ubiquitina, lo cual estd relacionado con la aparicion de
enfermedades, principalmente las enfermedades neurodegenerativas (Zatloukal et al.,
2002; Bjorkoy et al., 2005). Las neuronas se caracterizan por presentar grandes
extensiones citoplasmaticas (dendritas y axones) en las que se acumulan productos de
desecho. Sin embargo, los autofagosomas formados en los extremos de los axones y las
dendritas son transportados hacia el soma, donde se encuentran localizados los
lisosomas, pudiendo asi eliminar los materiales potencialmente toxicos (Nixon, 2013).
Esto hace que las neuronas sean altamente dependientes del correcto funcionamiento de

la autofagia, frente a otros tipos celulares con un nivel de proliferaciéon mayor, ya que
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ello les permite diluir el efecto de la acumulacion de organulos y proteinas defectuosos

(Nixon, 2013).

En muchos casos se ha visto que la autofagia se ve afectada en los procesos
neurodegenerativos, tanto en sus etapas iniciales como en las finales, favoreciendo la
acumulacion de proteinas toxicas (Nixon, 2013). En modelos animales se ha observado
que mutaciones en los genes involucrados en la autofagia pueden disminuir los niveles
de esta via de degradacion (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006), mientras que, en
otras ocasiones, las altas concentraciones de proteinas caracteristicas de las
enfermedades neurodegenerativas (péptido B-amiloide, a-sinucleina, etc.) son las que
interfieren, bloqueando el sistema o inhibiendo la accion de las proteinas autofagicas
(Martinez-Vicente y Cuervo, 2007; Cuervo y Wong, 2014; Yamamoto y Yue, 2014;
Menzies et al., 2015). La autofagia es un sistema que disminuye con la edad, y que es
vulnerable en las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer,
de Parkinson o de Huntington, patologias que, a su vez, estdn asociadas al
envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). Por todo ello, en los ultimos afios se ha
estudiado como se podrian reducir los agregados proteicos y otros desechos
intracelulares mediante la utilizacion de farmacos, para tratar de revertir el descenso de

la actividad de los sistemas proteoliticos (Menzies et al., 2015).

2.6. Modelos murinos carentes de autofaginas

En la autofagia estdn implicados un gran nimero de genes, algunos de los cuales
han sido clasificados en grupos, como es el caso de los ATG. Hasta el momento se han
identificado 41 genes pertenecientes a la familia de los A7G en levaduras, muchos de
los cuales presentan su ortdlogo en mamiferos. Gracias a esto, se han podido generar
diversos modelos de raton carentes de algunos Atg, que han permitido conocer mejor
tanto el papel fisiologico de estos genes in vivo como el de la via autofagica (Mizushima
et al., 2011b; Kuma et al., 2017). Hasta 2004 varios autores habian intentado generar
ratones knockout para algin gen Atg, como Beclin I, pero estos animales morian
durante el desarrollo embrionario (Yue et al., 2003). El primer modelo de raton

knockout (atg5”") fue generado por Kuma y colaboradores (2004). Con este estudio se
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demostrd que la autofagia es esencial para la supervivencia postnatal, ya que la mayoria
de los animales no fueron capaces de superar el primer dia de vida y ninguno sobrevivio
tras nueve dias. Esto se debe a que la autofagia se induce de forma masiva
inmediatamente después del nacimiento, para revertir el estado de ayuno tras la
interrupcion repentina de la fuente transplacentaria de nutrientes. Ademas, observaron
que estos ratones atg5”" presentaban unos niveles de LC3-II reducidos, mientras que los
de LC3-I estaban incrementados, lo que supone que la lipidacion de LC3 se encuentra
disminuida, no pudiéndose formar los autofagosomas y quedando bloqueada la via

autofagica.

Por otro lado, se han realizado estudios para conocer como afecta el déficit de
autofagia especificamente en las neuronas. Se ha demostrado que los ratones atg5”
presentaban crecimiento retardado, asi como afectacion neurologica y un descenso de la
supervivencia pocas semanas después del nacimiento. Ademés, mostraron un déficit
progresivo a nivel motor y de comportamiento (temblores, ataxia, deterioro de la fuerza
de agarre y disminucidn de la coordinacion motora y del equilibrio). A nivel histologico
se detectd una pérdida del nimero de neuronas, tanto a nivel de células piramidales en
la corteza cerebral como de células de Purkinje en el cerebelo. En este tltimo tipo
celular también se observaron cambios morfologicos, presentando nticleos excéntricos e
inflamacion axonal, y niveles altos de apoptosis en las células granulares del cerebelo.
También se describio, en el citoplasma de algunas neuronas, la acumulacién de
proteinas anormales y cuerpos de inclusion, con altos niveles de ubiquitina, asociados al

envejecimiento del animal (Hara et al., 2000).

Otro modelo murino con déficit completo de autofagia, especificamente en
células nerviosas, fue el atg7” generado por Komatsu y colaboradores (2006). Estos
ratones presentaron, al igual que los atg5”, un retraso en el crecimiento y una
supervivencia muy reducida a partir de las cuatro semanas de vida, sin que ninguno
sobrepasara las veintiocho semanas de edad. También presentaron graves déficits
motores y de comportamiento, manifestando temblores, problemas de coordinacion
motora y de patron de la marcha. Los andlisis histolégicos mostraron una senal
incrementada de la proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP) en la corteza cerebral y
una fuerte disminucion del nimero de células piramidales, tanto en esta region cerebral

como en el hipocampo, asi como de las células de Purkinje a nivel del cerebelo. Por otro
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lado, describieron un aumento de células apoptdticas en la corteza cerebral y en la capa
granular del cerebelo, ademas de agregados proteicos con acumulo de ubiquitina en
diversas éreas cerebrales, dependientes de la edad. A diferencia de los azg5”, en estos
animales solo se pudo detectar LC3-I; no habia presencia de LC3-II, por lo que la

lipidacion de LC3 estaba bloqueada completamente.

En otro modelo knockout para Atg7, especificamente en células de Purkinje, se
observd que esta delecion producia distrofia axonal, con la consecuente degeneracion
celular. Estos ratones presentaron inflamacién en axones situados en los nucleos
cerebelosos. A diferencia de los dos modelos anteriores, no se observaron desordenes
severos a nivel de locomocion y coordinacion hasta el afio de edad. No encontraron
marcaje frente a LC3, sin embargo, los niveles de p62 estaban incrementados (Komatsu
et al., 2007), lo que indica que esta proteina se encontraba acumulada en los axones de
las células de Purkinje, siendo la causa de la distrofia axonal y su consecuente

degeneracion celular.

Dependiendo del gen delecionado el tiempo de supervivencia es mayor o menor.

a

En el caso de los animales beclin 17, se produce la muerte en el utero materno durante

el desarrollo embrionario. Sin embargo, los atg5”

disefiados por Kuma y colaboradores
(2004) morian en su mayoria tras el primer dia de vida. Otros modelos murinos en los
que se elimina un gen Atg, que presenta genes paralogos, sufren un déficit parcial de

autofagia que les permite tener una esperanza de vida aparentemente normal. Este es el
caso de los ratones atg4b™, atgdc”" y atgdd”’- (Marifio et al., 2007"; Marifio et al., 2010;
Kuma et al., 2017).

La proteina Atg4 es una cistein-proteasa de mamiferos encargada de proteolizar
al precursor de LC3 (pro-LC3) para que se transforme en LC3-I, asi como de deslipidar
a LC3-II para que vuelva a su conformacion de pro-LC3. Atg4 posee cuatro paralogos
(Atgda, Atgdb, Atgdc y Atgdd) que intervienen a diferentes niveles durante el
procesamiento de LC3 (Kauffman et al., 2018; Agrotis et al., 2019).

* Este articulo ha sido retractado durante la redaccion de esta Tesis, no existiendo otros trabajos similares.
Marifio G, Salvador-Montoliu N, Fueyo A, Knecht E, Mizushima N, Loépez-Otin C. Tissue-specific autophagy
alterations and increased tumorigenesis in mice deficient in Atg4C/autophagin-3. JBC. 2007; 282(25):18573-83.
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Se ha visto que los ratones atg4c”” presentan fenotipo, crecimiento y tasa de
supervivencia normales. Ademas, las hembras no tienen problemas de fertilidad. Todos
estos datos demuestran que, a diferencia de los ratones atg5”, la proteina Atgdc no es
esencial para que se produzca un desarrollo normal, asi como tampoco para inducir de
forma masiva la autofagia inmediatamente después del nacimiento de los ratones. Sin
embargo, cuando se sometid a los animales a periodos de inanicion, los atgdc”
mostraron una reducciéon de la movilidad con respecto a los controles, y algunos
murieron tras las 48 horas de ayuno. En este caso, se observd que el cociente de LC3-

/-

II/LC3-I estaba disminuido en el tejido muscular de los ratones atg4c™”. Por otro lado, se

ha visto que estos animales desarrollan mayor niimero de fibrosarcomas cuando se les

expone ante carcindgenos quimicos (Marifio et al., 2007*).

Los ratones atg4b”

presentaron un desarrollo aparentemente normal, alcanzando
la edad adulta sin una tasa de mortalidad elevada. A su vez, también fueron fértiles y no
presentaron alteraciones llamativas a nivel histopatologico ni bioquimico. Sin embargo,

7~ mostraban problemas al desplazarse, se

aproximadamente el 25 % de los atg4b
arrastraban, caminaban hacia atrds y realizaban movimientos circulares. En ellos se
detectd6 que sufrian un desarrollo anormal de las otoconias, lo que les producia
problemas para mantenerse en el agua; no eran capaces de nadar ni flotar y se
encontraban desorientados. A nivel celular, se observd que los atg4b” presentaban
bajos niveles de LC3-II y acumulacioén de pro-LC3 en varios tejidos. De hecho, en los
analisis por Western blot (WB) se detectaron diferentes bandas, correspondientes a
distintas isoformas de LC3, lo que sugiri6 que la maduracion estaba reducida en los
knockout. Ademads, estos animales presentaron niveles elevados de p62 y ubiquitina, lo

que se confirmé a nivel histologico al detectar agregados de p62 y de proteinas

ubiquitinadas (Marifo et al., 2010).

Todos estos datos sugieren que el déficit total de autofagia afecta al desarrollo y
la viabilidad de los ratones, pudiendo ser letal durante el desarrollo embrionario o en las
primeras semanas de vida. A su vez, el bloqueo de esta via de degradacién produce
acumulacién de proteinas que no se pueden eliminar y que forman agregados muy
toxicos para las neuronas, caracteristicos de las enfermedades neurodegenerativas. Por

ello, estos animales sufren problemas motores, de equilibrio y de comportamiento (Hara
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et al., 2006; Komatsu et al., 2006; Komatsu et al., 2007). Sin embargo, el déficit parcial
de autofagia no parece comprometer la supervivencia ni el crecimiento de estos
animales, aunque en algunos casos también aparecieron problemas motores y de
equilibrio asociados a situaciones de estrés, por ejemplo, someterlos a la actividad de

nadar (Marifo et al., 2010).

El interés de los modelos animales knockout para alguno de los pardlogos de
Atg4 (atg4b™, atg4c” o atg4d’) es que su déficit parcial de autofagia es equiparable a
los niveles de autofagia presentes a edades avanzadas en humanos, debido a que esta via
de degradacion disminuye su actividad con la edad (Lopez-Otin et al., 2013). Ademas,
el cerebro es uno de los 6érganos mas vulnerables ante la disminucion o la desregulacion
de la via autofagica no solo en ratones (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006;
Komatsu et al., 2007) sino también en humanos. De hecho, la acumulacion de
autofagosomas se ha descrito en diversos trastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Alzheimer, de Parkinson o de Huntington (Nixon, 2013). Se ha visto que
el bulbo olfatorio, el hipocampo y la corteza cerebelosa son zonas del encéfalo muy
propensas a suftir la acumulacion de autofagosomas, en comparacion con otras. A su
vez, debido a la implicacion del hipocampo en la memoria, se ha demostrado que la

desregulacion de la autofagia puede afectar a este nivel (Soontornniyomkij et al., 2012).

3. El sistema nervioso

El sistema nervioso nos permite estar en constante conexion con el medio que
nos rodea y con el medio interno. Captamos informacion a través de los receptores
sensitivos y sensoriales, la cual viaja por diferentes vias hasta alcanzar los centros
nerviosos donde se procesa, dando lugar a distintas percepciones, algunas de las cuales
se almacenan en la memoria. A su vez, el sistema nervioso también estd implicado en la
realizacion de movimientos, coordinando la contraccion de diversos grupos musculares,
asi como en la secrecion endocrina, exocrina y paracrina de diversas células. Para que se
lleven a cabo estas funciones es necesario el correcto funcionamiento de las células que
integran este sistema, las neuronas y las células gliales, asi como de las conexiones

entre ellas (Cardinalli, 2010).
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En una neurona se pueden distinguir cuatro regiones principales: el soma o
cuerpo celular, las dendritas, el axon y los terminales sinapticos (Cardinalli, 2010).
Estas estructuras permiten clasificar dos 4areas en el sistema nervioso: la sustancia
blanca y la sustancia gris. La sustancia blanca est4 integrada por axones recubiertos de
mielina y se asocia con la transmision de informacion. Las vainas de mielina que
recubren las fibras poseen gran cantidad de material lipidico que les confiere el color
blanco. Por otro lado, la sustancia gris estd compuesta por agrupaciones de cuerpos
neuronales y dendritas, y por ello se la relaciona con el procesamiento de la
informacion. Tanto los cuerpos neuronales como las dendritas no estan recubiertos de
mielina, por lo que tiene color gris. En el cerebro la sustancia blanca se localiza en las
regiones mas internas, mientras que la sustancia gris se encuentra situada en la corteza y

en los nucleos (Snell, 2007).

Existen tres tipos de corteza cerebral en los mamiferos: neocorteza, paleocorteza
y archicorteza. La neocorteza es la mas extensa y la que aparece en etapas mas tardias
de la evolucion filogenética, mientras que las dos ultimas son las regiones corticales
filogenéticamente mas antiguas: la paleocorteza se encuentra en zonas de la base del
telencéfalo y la archicorteza corresponde a regiones del sistema limbico, entre las que se

encuentra el hipocampo (Redolar-Ripoll, 2010).

3.1. El hipocampo

El hipocampo forma parte del sistema limbico, y es la estructura cerebral
encargada de la memoria espacial (Kosaki et al., 2014), la memoria episddica (Burgess
et al., 2002) y la discriminacion (Schmidt et al., 2012). Se encuentra localizado en la
region temporal medial, haciendo relieve en el ventriculo, y presenta forma alargada y
curvada en mamiferos. En roedores se dispone a lo largo del eje dorso-ventral, mientras
que en humanos lo hace en el eje antero-posterior (Strange et al., 2014). Recientemente,
se ha observado que existen diferencias funcionales entre la region dorsal (o anterior) y
la ventral (o posterior), asi como la conexidn con otras areas cerebrales. Las regiones
dorsales se han asociado, principalmente, a procesos de aprendizaje y memoria,

mientras que las ventrales se relacionan con procesos emocionales, afectivos o de
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ansiedad, lo que demuestra que existe una especializacion en las diferentes regiones que

forman esta estructura (Fanselow y Dong, 2010).

El hipocampo esta formado por la capa CA, o cuerno de Ammon, y el giro
dentado (DG, dentate gyrus). La capa CA tiene forma de “C” invertida y se puede
dividir en las regiones CA1, CA2 y CA3, que estan compuestas por células piramidales.
Por otro lado, el DG se compone de tres capas diferentes: capa molecular, capa granular
y capa polimérfica. La capa molecular es una zona relativamente libre de células, en la
que se encuentran las dendritas de las células granulares y fibras que provienen de
diferentes localizaciones del cerebro. En la capa granular destacan las células
granulares, y en la polimorfica las células musgosas (Amaral et al., 2007; Aimone et al.,

2014).

Se ha visto que existen conexiones neuronales entre las células que componen
las diferentes regiones del hipocampo, asi como entre otras areas del cerebro, como la
amigdala, el nticleo accumbens, la corteza prefrontal y la entorrinal, el hipotalamo y
algunas areas del cingulo (Strange et al., 2014). A través de la corteza entorrinal llegan
aferencias sensoriales al DG, convirtiéndose en la entrada principal de informacion en
esta zona del hipocampo (Figura 8). Sin embargo, estas conexiones son unidireccionales
y no parece que desde el DG se extiendan conexiones hacia la corteza entorrinal
(Amaral et al., 2007). Por otro lado, las células granulares del DG conectan entre ellas
mediante axones no mielinizados, asi como con las células musgosas de la capa
polimérfica y con las células piramidales de la capa CA3. A su vez, las células de la
CA3 envian proyecciones, llamadas colaterales de Schaffer, hacia las células
piramidales de la CA1, que comunican con la corteza entorrinal, cerrdndose el circuito
(Amaral et al., 2007; Aimone et al., 2014). Sin embargo, en los ultimos afios se ha
demostrado que este circuito trisindptico hipocampal (DG-CA3-CA1l) presenta otras
conexiones neuronales que involucran también a la capa CA2. Las neuronas granulares
del DG, las células piramidales del area CA3 y las células de algunas regiones de la
corteza entorrinal son capaces de enviar proyecciones a las células piramidales del area

CA2 (Kohara et al., 2014; Llorens-Martin et al., 2015).
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Figura 8. Circuito del hipocampo. Las neuronas de la corteza entorrinal envian proyecciones axonales
de entrada hacia el DG y la CA2. Por otro lado, las células granulares del DG presentan conexiones entre
ellas, asi como con la capa polimérfica y las tres capas de la CA. Las células de la capa CA3 pueden
enviar prolongaciones axonales hacia la CA2 y la CAl. Por ultimo, las células piramidales de la CAl

devuelven proyecciones a la corteza entorrinal. Figura adaptada de Aimone et al., 2014.

3.1.1. La neurogénesis en el adulto

El proceso neurogénico esta presente en el desarrollo del embrién y en el adulto.
Mientras que la neurogénesis en el desarrollo embrionario era evidente, la neurogénesis
adulta no se describié hasta mediados del siglo pasado (Messier et al., 1958; Altma y
Gopal, 1965) y no fue aceptada firmemente por la comunidad cientifica hasta los afios
90 (Kempermann, 2002). La proliferacién de las células nerviosas se ha detectado en
diferentes regiones del cerebro de diversas especies de peces, reptiles, aves y
mamiferos, y se ha observado que disminuye segun aumenta la complejidad del cerebro

de los diferentes organismos (Lledo et al., 2006).

En mamiferos existen dos nichos neurogénicos principales: la zona subgranular
(SGZ) del DG del hipocampo y la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos laterales
(Lledo et al., 2006; Kempermann, 2012; Aimone et al., 2014); aunque también se han
encontrado otras zonas mas polémicas como neocoértex (Gould, 2007), hipotdlamo
(Yuan y Arias-Carrion, 2011) y estriado (Kempermann, 2014). La neurogénesis, a nivel
celular, ha sido ampliamente estudiada en roedores. Sin embargo, en el ser humano es

dificil de analizar por causas obvias, por lo que el numero de trabajos, en este caso, es
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mucho mas limitado. Aun asi, Eriksson y colaboradores (1998) lograron observar por
primera vez células nuevas en el DG, y desde entonces otros cientificos han continuado
sus pasos, existiendo un intenso debate al respecto, en el que algunos estaban a favor
(Bergmann et al., 2015; Boldrini et al., 2018; Kempermann et al., 2018) y otros en
contra (Sorrells et al., 2018). Finalmente, en un estudio muy reciente, Moreno-Jiménez
y colaboradores (2019) han logrado describir por primera vez las etapas de

diferenciacion de la neurogénesis adulta en humanos.

La neurogénesis es un proceso complejo en el que se pueden distinguir varias
etapas: proliferacion, diferenciacion, maduracion y supervivencia (Lledo et al., 2006;
Aimone et al., 2014; Kempermann et al., 2015) (Figura 9). Tanto en la SGZ como en la
SVZ se encuentra una subpoblacion de células astrogliales que poseen la funcion de
células madre neurales (NSC). Estas células madre neurales pueden generar nuevas
NSC o dar lugar a células progenitoras intermedias (IPC), por lo que poseen la
capacidad de autorrenovacion y presentan funcién multipotente. A su vez, las IPC son
mas limitadas en proliferacion y pueden diferenciarse en astrocitos o células neuronales
(Lledo et al., 2006; Fuentealba et al., 2012; Kempermann et al., 2015). Tanto las NSC
como las IPC son células progenitoras, denominadas progenitores primarios y
secundarios respectivamente (Fuentealba et al., 2012). Las IPC se diferencian a lo largo
de diferentes etapas hasta convertirse en células granulares inmaduras, que ya no son
capaces de dividirse, y que, si sobreviven, llegaran a ser neuronas maduras, las cuales
estableceran conexiones funcionales mediante el crecimiento dendritico y axonal (Lledo

et al., 2006; Aimone et al., 2014; Kempermann et al., 2015).
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Figura 9. Neurogénesis en el DG del hipocampo. En la zona SGZ se encuentran las NSC, o células de
tipo-1, que son capaces de autorrenovarse o dar lugar a astrocitos o nuevos progenitores. Durante las
primeras etapas, las células progenitoras pueden proliferar o continuar diferenciandose hasta ser células
de tipo-4, las cuales pierden la capacidad mitética y deben sobrevivir para convertirse en neuronas
maduras. Para ello, desarrollan largas dendritas y, posteriormente, un axon que les permite integrarse en el
circuito neuronal y llegar a ser neuronas maduras (tipo-5). Dependiendo del estadio de diferenciacion en
el que se encuentren, las células expresan distintas proteinas que se utilizan como marcadores para

diferenciarlas. Figura adaptada de Aimone et al., 2014.
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Se ha visto en roedores que las IPC de la SVZ (localizada en las paredes de los
ventriculos laterales) son capaces de migrar hacia el bulbo olfatorio para aumentar el
suministro de células en esta zona, formando lo que se conoce como corriente
migratoria rostral (Xie et al., 2018) (Figura 10). Para ello, las células se desplazan
tangencialmente formando una cadena a través de estructuras tubulares, creadas por los
astrocitos, sobre las que estas células gliales vierten factores de crecimiento para
facilitar la migracion hasta el bulbo olfatorio. Las estructuras tubulares funcionan como
soporte direccional, evitando que los progenitores salgan de la ruta de forma prematura
(Lledo et al., 2006). Por otro lado, se ha visto que algunas moléculas de adhesion y de la
matriz extracelular, como las integrinas o PSA-NCAM, cumplen un papel fundamental
en el establecimiento de contactos entre los progenitores y los astrocitos para que se

produzca la migracién (Lledo et al., 2006; Arias-Carrion et al., 2007).

N - Hipocampo

0B Figura 10. Existen dos nichos neurogénicos

o[rjenfé; principales: la SVZ y la SGZ. Las células
P e sl recién nacidas en la SVZ migran hacia el bulbo
olfatorio, formando la corriente rostral. Las

células nacidas en la SGZ del DG presentan un

oAl desplazamiento menor, hacia zonas més distales

del DG. Figura adaptada de von Bohlen Und

DG Halbach, 2011.
CA3

Sin embargo, en la SGZ del DG del hipocampo las IPC recién nacidas presentan

un desplazamiento menor. Seglin van diferenciandose migran hacia zonas mas distales
dentro de la capa granular del DG y acaban integrandose en dicha capa o en areas
adyacentes, dentro del propio hipocampo, donde primero extienden sus dendritas a
través de la capa molecular y mas tarde un axon que se extiende hasta las células
piramidales de la capa CA (Aimone et al., 2014). Se cree que estas células granulares
tardan entre 4 y 7 semanas en integrarse en el circuito neuronal y que la mayor parte de
ellas (entre el 60 % y el 80 %) no seran capaces de sobrevivir un periodo largo de

tiempo (Kempermann et al., 2004; Sahay et al., 2011).
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Células tipo-1

En el DG las NSC, o células progenitoras de tipo-1, se encuentran situadas en la
SGZ y poseen un soma de gran tamafio y morfologia triangular con largas
ramificaciones apicales que se extienden a través de la capa granular. Ademas, también
pueden presentar ramificaciones tangenciales mas cortas en la base de la zona
subgranular (von Bohlen Und Halbach, 2011). Estas células son abundantes en la SGZ,
aunque su tasa de division es muy baja, y se les puede diferenciar del resto porque

expresan las proteinas GFAP (marcador glial) y nestina (Kempermann et al., 2004).

Células tipo-2

Las NSC dan lugar a las IPC, también denominadas progenitores tipo-2, que
presentan una forma més redondeada y de menor tamafo. Algo que las hace destacar es
que poseen un nucleo denso con forma irregular y ramificaciones cortas de orientacion
horizontal (von Bohlen Und Halbach, 2011). Las células de tipo-2 se dividen en dos
subpoblaciones: progenitores de tipo-2a, que se distinguen por expresar nestina, pero no
GFAP, y progenitores de tipo-2b, que son mas maduras que las anteriores y son

positivas para nestina y doblecortina (DCX) (Kempermann et al., 2004).

Células tipo-3

Las células de tipo-2b se diferencian en neuroblastos o progenitores de tipo-3,
que muestran un nucleo mas redondeado, mayor variabilidad morfolégica, debido a su
transicion evolutiva, y ramificaciones verticales de mayor complejidad y longitud. Con
respecto a sus marcadores, estas células ya no son positivas para nestina, pero si para
DCX. Este estado de diferenciacion celular es una etapa de transicion entre las fases de

proliferacion y las postmitoticas (von Bohlen Und Halbach, 2011).

Células tipo-4

Las células tipo-4 son células granulares inmaduras que se encuentran en la
primera etapa postmitdtica. Se trata de neuronas que ain expresan DCX y, ademas, los
marcadores calretinina y proteina nuclear neuronal (NeuN) (Kempermann et al., 2004;

von Bohlen Und Halbach, 2011). La mayoria de estas células no seran capaces de
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sobrevivir y alcanzar el ultimo estadio celular, pero las que lo logren maduraran
desarrollando sus dendritas y axén a lo largo de la capa molecular, para establecer

conexiones sinapticas con otras células maduras (Kempermann et al., 2015).

Células tipo-5

Las neuronas maduras son capaces de recibir la entrada de informacion desde la
corteza entorrinal y enviarla a otras células granulares o a las células piramidales de las
capas CA2 y CA3. Estas neuronas son positivas para los marcadores NeuN y calbindina

(Kempermann et al., 2004; von Bohlen Und Halbach, 2011).

El microambiente en el que se encuentran las NSC y los precursores neurales es
muy importante en el proceso neurogénico. Tanto las células que se encuentran
proximas a las NSC, por ejemplo, los astrocitos, como los metabolitos que estas vierten
al medio o llegan a través de los vasos sanguineos pueden inducir o inhibir su division y
diferenciacion. Diversos estudios han demostrado que los factores neurotroficos, como
IGF-1, VEGF y BDNF, influyen sobre la neurogénesis en el DG, las conexiones
neuronales y la cognicion (Trejo et al., 2001; Licht y Keshet, 2015; von Bohlen Und
Halbach y von Bohlen Und Halbach, 2018). Asi, se ha observado que ratones
deficientes en BDNF o IGF-1 presentan un descenso de la neurogénesis. Ademas, los
niveles de estos factores neurotréficos disminuyen con el envejecimiento, por lo que se
cree que existe una correlacion entre la reduccion de estos factores y la disminucion de

la neurogénesis con la edad (Aimone et al., 2014).

El DG presenta una vascularizacion que desciende verticalmente con respecto a
¢l. De hecho, algunos capilares cruzan la capa molecular hasta alcanzar la zona hilar, en
la que cambian de direccion, para continuar paralelos a la SGZ, con direccion rostro-
caudal. Este tipo de vascularizacion permite que todas las células del DG consigan un
gran aporte sanguineo, mediante el cual reciben tanto nutrientes como hormonas y
factores de crecimiento que les inducen a proliferar y madurar. De hecho, se ha
demostrado que la estimulacion de la angiogénesis con VEGF promueve la

neurogénesis hipocampal (Licht y Keshet, 2015).

42



Introduccidon

3.1.2. El ejercicio fisico como regulador de la neurogénesis

Actualmente se sabe que la neurogénesis adulta estd modulada no solo por
factores intrinsecos, sino también por factores extrinsecos como el estrés, el ejercicio, la
dieta, el enriquecimiento ambiental y el aprendizaje. Algunos, como el estrés, inhiben la
proliferacion de las células progenitoras neuronales, mientras que otros, como el
egjercicio, la inducen. van Praag y colaboradores (1999) demostraron en ratones que la
actividad de correr produce un aumento de la proliferacion de las células progenitoras
neuronales en el DG. Estudios posteriores comenzaron a demostrar que el ejercicio
fisico es un factor que estd implicado en las primeras etapas de la neurogénesis (Steiner
et al., 2008) y por eso se relaciona principalmente con la proliferacion celular, mientras
que otros, como el enriquecimiento ambiental, parecen tener mayor participacion en la
supervivencia de los precursores (Kempermann et al., 2010). A su vez, se ha podido
demostrar que la actividad fisica induce un potencial neurogénico que puede ser
utilizado ante estimulos adicionales apropiados, como el enriquecimiento ambiental o el
aprendizaje (Fabel et al., 2009; Kemperman et al., 2010). De hecho, el ejercicio fisico,
junto con el enriquecimiento ambiental, producen un efecto aditivo sobre la
neurogénesis adulta en el hipocampo (Fabel et al., 2009). Sin embargo, para que esto
pueda suceder, es de gran importancia el numero de precursores celulares previos
(Encinas et al., 2011), ya que de ¢l depende el tamafio de respuesta neurogénica

posterior ante un estimulo proliferativo como es el ejercicio fisico.

Aunque el ejercicio fisico ha sido ligado principalmente a las primeras etapas de
la neurogénesis, es decir, a la proliferacion celular (van Praag et al., 1999), también se
ha visto que cumple un papel importante en la supervivencia e integracion, manteniendo
la poblacion de los precursores neuronales y su progenie, y ayudando a la incorporacion
de las nuevas neuronas, lo que le aporta una funciéon atin mayor sobre el proceso

neurogénico (Kronenberg et al., 2006; Castilla-Ortega et al., 2014).

Hasta hace pocos afios, los estudios que analizaban la relacion entre el ejercicio
fisico y la neurogénesis se centraban exclusivamente en el ejercicio de resistencia,
utilizando ruedas de correr o tapices rodantes como aparatos de entrenamiento. Sin
embargo, como ya se ha comentado anteriormente, existen diferentes tipos de ejercicio

que ayudan a desarrollar distintas cualidades fisicas del organismo. Ademas, también es
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importante tanto la intensidad como la duracion de los mismos. Por ello, se han
comenzado a disefiar diferentes protocolos para roedores que tienen en cuenta todos

estos factores (Novaes Gomes et al., 2014; Nokia et al., 2016).

Desde el punto de vista de la salud, el ejercicio de fuerza ayuda a mantener la
masa muscular (Bruusgaard et al., 2010) y la densidad mineral 6sea (Mosti et al., 2013).
Ademas, tiene un efecto saludable en patologias relacionadas con el metabolismo de los
carbohidratos, como la diabetes (Lumb, 2014). Sin embargo, aiin no esta claro el efecto
del entrenamiento de fuerza sobre el proceso neurogénico. En algunos trabajos, como el
de Novaes Gomes y colaboradores (2014), se ha demostrado que este tipo de ejercicio
incluso podria ser capaz de inducir la proliferacion de los progenitores neuronales. De
hecho, se ha visto que el ejercicio de fuerza incrementa los niveles de IGF-1 tanto en el
hipocampo como a nivel sérico (Cassilhas et al., 2012). Sin embargo, en otros estudios
como el de Nokia y colaboradores (2016), no se ha logrado confirmar que el ejercicio
de fuerza favorezca la neurogénesis, por lo que el efecto de este tipo de ejercicio es un
tema controvertido atn, posiblemente por los diferentes modelos de entrenamiento

propuestos en los distintos estudios.

Tampoco esta claro el efecto real de la actividad de nadar. Se ha visto en algunos
estudios que este tipo de entrenamiento induce la expresion de BDNF y ejerce efectos
antidepresivos (Jiang et al.,, 2014), mientras que en otros no ejerce el papel
neuroprotector tipico del ejercicio (Zhao et al., 2012), posiblemente debido al efecto de
estrés que causa en roedores. De hecho, se utiliza como inductor de estrés en estudios
sobre depresion y ansiedad, y se ha demostrado que puede causar alteraciones en la
maduracion morfoldgica y sinaptica de las células progenitoras. Esto es debido a que las
situaciones de estrés pueden incrementar el nivel de un gran nimero de citoquinas que
producen un efecto pro-inflamatorio en el hipocampo, lo que se relaciona con el estado
de depresion (Llorens-Martin et al., 2016; Ashokan et al., 2018). Sin embargo, si se
pudiese estudiar el efecto de este tipo de ejercicio sobre la neurogénesis adulta en
humanos, quiza se obtendrian datos muy diferentes, ya que se podria eliminar este

factor de estrés al ser un ejercicio de tipo voluntario.

En cuanto a la intensidad del entrenamiento, se ha observado que los

entrenamientos muy intensos son menos adecuados para inducir la neurogénesis y
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facilitar el desarrollo de circuitos neuronales que aquellos de intensidad mas baja (Lou
et al., 2008; Nokia et al., 2016). Por otro lado, la duracion del entrenamiento también es
importante. Se ha visto en ratones que el ejercicio continuado no es capaz de mantener
la proliferacion de los precursores celulares tras un cierto tiempo, pero si de reducir la
disminucién de la neurogénesis relacionada con el envejecimiento (Kronenberg et al.,
2006). A su vez, Babaei y colaboradores (2014) observaron que los niveles de BDNF en
atletas retirados, y que se mantuvieron entrenando de forma regular, no se modificaban
tras afios de entrenamiento, aunque si presentaron una mejora de la memoria con
respecto a los sedentarios. Por lo que, aunque el entrenamiento crénico no sea capaz de
mantener elevados los niveles de division celular o de BDNF, si que permite revertir la
disminucion de la neurogénesis en el proceso de envejecimiento en ratones (Kronenberg
et al., 2006), asi como aportar grandes beneficios para la memoria en el cerebro humano

(Babaei et al., 2014).

Todos estos datos demuestran que el ejercicio fisico ejerce una gran influencia
sobre la plasticidad del hipocampo y que los efectos que produce sobre esta region
cerebral se deben, en parte, al papel regulador que tiene sobre los niveles de algunas
neurotrofinas. Se ha visto que la actividad fisica regular es capaz de aumentar, a nivel
periférico y cerebral, los niveles de algunos factores de crecimiento inductores de la
neurogénesis, como el BDNF (Pedersen et al., 2009; Ramsbottom et al., 2010; Liu y
Nusslock, 2018; von Bohlen Und Halbach y von Bohlen Und Halbach, 2018), IGF-1
(Trejo et al., 2001; Cassilhas et al., 2012) y VEGF (Licht y Keshet, 2015).

Sin embargo, el efecto del ejercicio fisico en la neurogénesis adulta en humanos
es un gran reto para el conocimiento, debido a que el estudio del cerebro en nuestra
especie estd muy limitado. A dia de hoy, atin no se ha logrado demostrar la intervencion
de la actividad fisica en la induccion de la neurogénesis, aunque diversos estudios han
conseguido percibir cambios en la perfusion y la volumetria del hipocampo y de otras
zonas del lobulo temporal del cerebro mediante diferentes técnicas (Erickson et al.,

2011; Kleemeyer et al., 2016; Maass et al., 2016; Firth et al., 2018).

Por todo lo anteriormente descrito, el ejercicio desempefia una accion
neuroprotectora tanto en individuos sanos como en aquellos que presentan algun tipo de

patologia a nivel cerebral; mientras que una vida sedentaria se asocia con el riesgo de
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sufrir ~ diferentes trastornos como demencia, depresion o enfermedades
neurodegenerativas (Kempermann et al., 2010). Sin embargo, atin no estan del todo
claros los mecanismos que subyacen al efecto del ejercicio fisico sobre el cerebro, ya
que existe una gran variabilidad de tipos de ejercicio, de duraciones y de intensidades.
Esto puede desencadenar la activacion de distintas vias moleculares (Hawley et al.,
2014; Rowe et al., 2015), modificando la morfologia y la funcion del hipocampo y de
las células que forman parte de ¢l de forma diferente. Los entrenamientos que favorecen
el aumento del flujo sanguineo en el hipocampo, asi como el aumento de los niveles de
factores de crecimiento y neurotrofinas, ayudan a la proliferacion y el desarrollo
neuronal (Cassilhas et al., 2012; Lin et al., 2012; Licht y Keshet, 2015; von Bohlen Und
Halbach y von Bohlen Und Halbach, 2018), lo que aporta modificaciones de la red
neuronal que previenen y disminuyen la depresion y la ansiedad, ademés de mejorar la
memoria y el aprendizaje (Vaynman et al., 2004; van Praag et al., 2005; O’Collaghan et
al., 2007). A nivel sinaptico, se ha observado que el ejercicio también puede aportar
grandes beneficios (Lin et al., 2012). De hecho, después de un accidente
cerebrovascular isquémico agudo el ejercicio puede causar cambios adaptativos en el

numero de sinapsis y en la fuerza de transmision sinaptica (Nie y Yang, 2017).

3.2. Las chaperonas SNARE en la sinapsis

La palabra sinapsis proviene del griego synapsis, que significa union o enlace, y
hace referencia a la estructura responsable de la transmisiéon quimica o eléctrica entre
dos células, en la que al menos una de ellas forma parte del sistema nervioso. En 1856,
Claude Bernard describié por primera vez el sitio de unioén entre un nervio y una fibra
muscular. Posteriormente, a finales del siglo XIX, Santiago Ramon y Cajal demostro la
existencia de los botones sindpticos, estructuras mediante las cudles las neuronas
establecen contactos funcionales entre ellas. Este cientifico espafiol recibiria el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina en 1906 por su trabajo sobre la estructura del sistema
nervioso. En 1897, Charles Sherrington fue el primero en utilizar el término sinapsis
para describir la entidad anatomica y fisiologica especializada en la transmision de

informacion a través del sistema nervioso. En 1932, recibiria el Premio Nobel en
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Fisiologia o Medicina por sus trabajos en el campo de la Neurofisiologia (Caputo y

Jaffe, 2010).

Para que se lleve a cabo la sinapsis es necesario que la membrana presinaptica se
despolarice, lo que produce la apertura de los canales de calcio y la entrada del ion Ca**
en el terminal nervioso. El aumento de la concentracion de este ion acciona el
mecanismo de exocitosis de las vesiculas sinapticas, liberandose el neurotransmisor a la
hendidura presinaptica. Cuando cesa el potencial de accion, se inhibe la exocitosis y las
vesiculas son endocitadas y recicladas para ser rellenadas, de nuevo, con el
neurotransmisor, o fusionadas con un endosoma temprano. Cada terminal sindptico
contiene centenares de vesiculas con neurotransmisores. Para ser liberados a la
hendidura sinaptica es necesario que se produzca la fusion entre la membrana de la
vesicula que los contiene y la membrana plasmatica de la neurona, estando implicadas

diferentes proteinas en este proceso (Siidhof y Rizo, 2011).

Gracias a tres trabajos independientes, pero sucesivos, se describieron las
proteinas clave del proceso de exocitosis vesicular. La primera de ellas se aisl6 en un
estudio sobre el transporte de vesiculas en el aparato de Golgi y fue denominada NSF
(N-ethylmaleimide sensitive factor protein) (Block et al., 1988). NSF es una ATPasa
fundamental en el trafico de membranas in vitro, que permitié descubrir un grupo de
proteinas adaptadoras que interactuaban directamente con ella, a las que se les llamo
proteinas solubles de union a NSF o SNAP (soluble NSF attachment proteins) (Clary et
al., 1990) y de las que hasta el momento se han identificado tres isoformas diferentes: a-
, B- v 7-SNAP. Los hallazgos de NSF y las SNAP permitieron identificar a un grupo de
proteinas a las cuales NSF y las SNAP se unian, las proteinas receptoras de SNAP o
SNARE. Estas proteinas SNARE fueron clasificadas en dos grupos: v-SNARE,
incorporadas a la membrana de la vesicula, y t-SNARE, localizadas en la membrana

diana (Sollner et al., 1993).

Las SNARE permiten el anclaje y la fusion de la membrana de la vesicula, que
contiene el neurotransmisor, con la membrana presinaptica. La implicacion de estas
proteinas en la sinapsis nerviosa se produjo gracias a la observacion de que eran el
blanco de las toxinas botulinica y tetanica. Se ha visto que estas neurotoxinas actiian

como proteasas, uniéndose especificamente a tres de las principales SNARE
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involucradas en la sinapsis: sintaxina, sinaptobrevina o VAMP2 (vesicle-associated
membrane protein-2) y SNAP-25 (synaptosomal-associated protein of 25 K), que no
pertenece a la familia de las proteinas SNAP. De esta forma bloquean la liberacion del
neurotransmisor (Schiavo et al., 1992; Schiavo et al., 1993a, b). Gracias a estos trabajos
se observo que las proteinas SNARE interactuaban con NSF y las SNAP y, ademas,

eran necesarias para la fusion de las vesiculas sindpticas con la membrana plasmatica.

Todas las proteinas SNARE poseen un motivo SNARE excepto la proteina
SNAP-25 y sus homoélogos (SNAP-23, -29 y -47) que presentan dos. Este motivo se ha
conservado a lo largo de la evolucion y les permite anclarse unas a otras formando un
complejo proteico compuesto por un motivo SNARE de VAMP2, otro de sintaxina y

dos de SNAP-25 (Ybe et al., 2000; Stidhof'y Rizo, 2011).

SNAP-25 es una t-SNARE localizada en la membrana presinaptica que carece
de segmentos transmembrana, de forma que sus extremos carboxi- y amino-terminal
estan localizados hacia el citoplasma celular. De esta manera, diversas SNARE pueden
anclarse a ella para formar el complejo SNARE. Concretamente, el motivo SNARE, que
se encuentra en el extremo amino-terminal de SNAP-25, se une a sintaxina, localizada
en la zona activa de la membrana presinaptica. Mientras que el extremo carboxi-
terminal de SNAP-25 interactia con VAMP2, una v-SNARE (Hayashi et al., 1994,
1995; Poirier et al., 1998). Momentos previos al montaje del complejo SNARE, la
sintaxina se encuentra en una conformacion cerrada que no le permite anclarse al
complejo. La proteina Munc 18 se une inicialmente a la conformacion cerrada de
sintaxina, transformandola en su configuracion abierta, para que sea capaz de
interaccionar con otras SNARE. Munc 18 y sintaxina permaneceran conjugadas durante

la formacion del complejo SNARE (Siidhof, 2013) (Figura 11).
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Figura 11. Ciclo de la vesicula sinaptica. Para que se produzca la sinapsis nerviosa, primero debe
despolarizarse la membrana presinaptica, abriéndose los canales de Ca?* y acumulandose este ion en el
citoplasma. A continuacién, se activa el mecanismo de exocitosis. Para ello, las proteinas SNARE
(sintaxina, VAMP y SNAP-25), con la intervencion de algunas chaperonas (CSPa, a-sinucleina, SGT y
Hsc70) se anclan y forman el complejo SNARE, produciéndose la fusion entre la membrana de la
vesicula y la presinaptica, para que se libere el neurotransmisor. Por ultimo, las proteinas SNAP y NSF
colaboran en el desensamblaje del complejo SNARE, y la vesicula es endocitada y reciclada, pudiendo

ser cargada de nuevo con el neurotransmisor o enviada al reticulo endoplasmatico. Figura adaptada de
Siidhof'y Rizo, 2011.

Una vez formado el complejo, las proteinas SNARE de ambas membranas crean
un transcomplejo, similar a una cremallera progresiva, que desestabiliza las superficies
hidrofilicas de las membranas, abriéndose un poro de fusion, a través del cual se libera
el neurotransmisor a la hendidura sinaptica. En ese momento, el complejo SNARE pasa
de su conformacion “trans” (el complejo esta presente en las dos membranas) a “cis”
(presente en una Unica membrana) (Stidhof, 2013). Por tltimo, se produce la disociacion

del complejo gracias a la accion de la ATPasa homohexamérica NSF y las SNAP.
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Aunque aun no se conoce con exactitud este mecanismo, se sospecha que primero se
unen una o varias SNAP al complejo SNARE y a continuacién se asocia NSF.
Posteriormente, NSF ejerce una fuerza que produce el giro, en sentido contrario, entre
las SNAP y el complejo SNARE, desensambléndose las proteinas SNARE. Para que se
lleve a cabo este proceso se requiere la hidrélisis de ATP (Vivona et al., 2013; Zhao et

al., 2015).

Para el correcto plegamiento de las proteinas SNARE y su ensamblaje es
necesaria la presencia de chaperonas como CSPa (acronimo derivado del inglés cysteine
string protein o), a-sinucleina, Hsc70 y SGT (glutamate- and threonine- rich protein).
Estas proteinas promueven el correcto ensamblaje del complejo. De hecho, estan
asociadas con neurodegeneracion debido a que, si su funcioén no es correcta, se produce
mal plegamiento o ensamblaje de las SNARE, lo que afecta a la supervivencia neuronal

(Siidhof y Rizo, 2011).

Las CSP son una familia de pequefias proteinas abundantes en la sinapsis
compuesta por tres homologos: CSPa, CSPB y CSPy. CSPa se expresa de forma
abundante en el cerebro, mientras que CSPB y CSPy son abundantes en testiculos,
aunque también se ha visto que CSPP se encuentra en las células pilosas del oido
(Burgoyne y Morgan, 2015). CSPa interviene en el ensamblaje del complejo SNARE y
se encuentra situada en la cara citoplasmatica de la vesicula sindptica. Es una proteina
conservada evolutivamente que contiene un dominio ADN-J (Buchner y Gundersen,
1997), comun en algunas chaperonas, y que es necesario para que se una a Hsc70 y
SGT (Burgoyne y Morgan, 2015). El complejo CSPa-Hsc70-SGT interactia con
SNAP-25 para que adopte la conformacion necesaria en el ensamblaje del complejo

SNARE y se produzca la sinapsis (Sharma et al., 2010).

La importancia de estas proteinas para los procesos sinapticos quedo patente tras
varios estudios utilizando modelos animales. Asi, ratones CSPa”" entre las 2-4 semanas
posteriores al nacimiento comenzaron a sufrir, de forma progresiva, desérdenes motores
y neurodegeneracion, que desembocaron en la muerte de estos animales cuando tenian
entre 1-4 meses de edad (Fernandez-Chacon et al., 2004). En otro trabajo posterior,
también con ratones, se demostro que la delecion de CSPa produce acumulacion de

ubiquitina en el cerebro, asociada a SNAP-25 y Hsc70, asi como degradacion de estas
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dos proteinas (SNAP-25 y Hsc70) y disminucién de la formacion del complejo SNARE
(Sharma et al., 2010).

Otras chaperonas involucradas en el ensamblaje del complejo SNARE son las
sinucleinas, una familia de proteinas que solo se han observado en vertebrados y que
estd compuesta por: o-, B- y y-sinucleina. Las dos primeras son muy abundantes en el
cerebro, sobre todo en corteza cerebral, estriado, tdlamo, hipocampo y cerebelo,
mientras que y-sinucleina se expresa no solo en cerebro, sino también en nervios
periféricos y en epitelio olfativo. Ademas, y-sinucleina esta asociada también con el

cancer de mama, tumores cerebrales y de ovario (George, 2002).

Por otro lado, la a-sinucleina esta relacionada con la enfermedad de Parkinson,
debido a que mutaciones de esta proteina, o su sobreexpresion, producen agregados e
inclusiones, como los cuerpos de Lewy, tipicos de esta enfermedad (Ross y Poirier,
2004; Cookson, 2009). Aunque esta proteina cumple un papel fundamental en la
neurodegeneracion, no se conocen con exactitud todas sus funciones. Parece que o-
sinucleina actia momentos previos a la fusion de la membrana de la vesicula que
transporta al neurotransmisor con la presindptica, ya que se ha visto que puede aumentar
el nimero de complejos SNARE (Burré et al., 2010). Asi mismo, Logan y
colaboradores (2017) observaron que la a-sinucleina es importante en la aceleracion de
la exocitosis del neurotransmisor, disminuyendo la dilataciéon del poro de fusién y
previniendo el cierre del mismo. Por el contrario, la pérdida de ella provoca efectos
inversos. Por lo tanto, parece que a-sinucleina tiene, al menos, dos funciones: promover

la acumulacion de complejos SNARE y controlar la dilatacion del poro de fusion.

Aunque, como se acaba de describir, a-sinucleina cumple un papel fundamental
en la liberacion del neurotransmisor, diversos estudios demostraron que ratones
knockout (KO) para a-, - o y-sinucleina, o doble KO para a- y B-sinucleina, eran
viables y fértiles, ademas de mostrar un fenotipo normal (Abeliovich et al., 2000;
Ninkina et al., 2003; Chandra et al., 2004). Sin embargo, ratones triple KO para estas
chaperonas murieron prematuramente al sufrir alteraciones neuroldgicas asociadas al
envejecimiento (Burré et al., 2010). Por lo que parece que el déficit de alguna de estas
proteinas podria ser compensado por las otras, y el déficit de las tres produce problemas

neurodegenerativos graves en los animales.
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Asi mismo, las sinucleinas podrian compensar el déficit de otras chaperonas
involucradas en la sinapsis. Aunque no hay indicios de que a-sinucleina interactie
directamente con CSPa, parece que ambas proteinas colaboran y tratan de compensarse
mutuamente ante el déficit de una de ellas, ya que Chandra y colaboradores (2005)
vieron que la sobreexpresion de a-sinucleina en ratones CSPa”" es capaz de rescatar la
neurodegeneracion letal de estos animales y el deterioro motor que sufren, mientras que
la supresion de a-sinucleina acelera dicha neurodegeneracion (Chandra et al., 2005). Por
otro lado, ratones triple KO para las sinucleinas presentaron aumento de los niveles de
CSPa (Burré et al., 2010), por lo que parece que ambas chaperonas podrian compensar

el déficit de la otra.

Sin embargo, estos datos no se observan en relacion a otras proteinas SNARE.

Los ratones CSPo™”"

mostraron los niveles de SNAP-25 y Hsc70 disminuidos, asi como
una reduccion del ensamblaje del complejo SNARE. Ademas, a pesar de que la
sobreexpresion de a-sinucleina fue capaz de contrarrestar la disminucion en los niveles
de Hsc70 y la formacién del complejo SNARE, no lo hizo en los de SNAP-25 (Chandra
et al., 2005). En el caso de los ratones triple KO para las sinucleinas, también
presentaron disminucion de VAMP2 dependiente de la edad, lo cual puede deberse a
que, durante el ensamblaje del complejo SNARE, el extremo carboxi-terminal de a-
sinucleina se une al amino terminal de VAMP2, interactuando entre si. De hecho,
ambas proteinas se encuentran ancladas en la superficie de la vesicula sinaptica (Burré
et al., 2010). Por lo tanto, la funcién de las proteinas SNARE y sus chaperonas, asi

como su actuacion conjunta, es fundamental para evitar la neurodegeneracion (Chandra

et al., 2005; Burré et al., 2010).

La alta demanda proteica requerida en la regidon presindptica, para el
mantenimiento de su estructura y funcidn, necesita de una correcta regulacion. Asi
mismo, el ciclo de la vesicula sinaptica ocurre de forma muy rdpida y puede ser
necesaria su repeticion con una frecuencia alta. Estas condiciones hacen que las
proteinas presindpticas estén sometidas a un alto nivel de estrés que puede deteriorarlas
funcionalmente, por lo que es necesario que sean eliminadas y recicladas cuando esto

ocurre (Vijayan y Verstreken, 2017).
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En la bibliografia se encuentran diversos trabajos que demuestran que el
reciclaje de estas proteinas, como por ejemplo el de a-sinucleina, se lleva a cabo gracias
a diferentes sistemas proteoliticos como la autofagia o el sistema ubiquitina-
proteosoma. El bloqueo o la disfuncion de alguno de estos sistemas puede producir la
acumulacion y formacion de agregados, tipicos de las patologias neurodegenerativas
como el Parkinson (Friedman et al., 2012; Xilouri et al., 2013). Ademas, es frecuente
que las sinapsis se localicen lejos del soma celular, la zona principal de sintesis proteica,
por lo que el reemplazo de las proteinas defectuosas es mas dificil y requiere de mayor
tiempo. Todos estos factores aumentan la probabilidad de que las proteinas dafiadas se
acumulen y se produzca la disfuncion sinaptica (Vijayan y Verstreken, 2017). Por eso,
la sinapsis requiere una coordinacion rapida y perfecta de diversos procesos celulares,
entre los que se encuentra la autofagia, permitiendo mantener la homeostasis y el

funcionamiento neuronal en perfecto estado (Son et al., 2012; Shen et al., 2015).
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El ejercicio fisico es una actividad necesaria en la mejora de la calidad de vida,
ya que es capaz de mitigar los efectos del envejecimiento, asi como de prevenir y tratar
un gran nimero de patologias. Su practica produce la activacion de multiples rutas
moleculares y celulares que, en conjunto, favorecen la salud sistémica (Hawley et al.,
2014; Rowe et al., 2015). Es el caso de la autofagia, un sistema encargado de la
digestion y el reciclaje de organulos y proteinas defectuosos, imprescindible en el
mantenimiento de la homeostasis celular (Ravikumar et al., 2010). La autofagia
disminuye a lo largo de la vida, y su detrimento juega un papel importante en el
envejecimiento (Lopez-Otin et al.,, 2016). Debido a que el déficit de esta via de
degradacion impide la correcta eliminacion de proteinas en el encéfalo, se forman
agregados caracteristicos de las enfermedades neurodegenerativas (Menzies et al.,
2015). Diversos estudios han demostrado que el ejercicio de resistencia induce la
autofagia en el cerebro (He et al., 2012b; Bayod, et al., 2014), lo que podria ser clave en
la prevencion y el tratamiento de patologias neurodegenerativas. Por otro lado, los
entrenamientos que incrementan el flujo sanguineo en el hipocampo, asi como los
niveles de factores de crecimiento y neurotrofinas, favorecen la proliferacion y el
desarrollo neuronal, mejorando la memoria y previniendo la depresion y la ansiedad
(van Praag et al., 1999, 2005; Vaynman et al., 2004; Kronenberg et al., 2006;
O’Collaghan et al., 2007; Cassilhas et al., 2012; Lin et al., 2012; Licht y Keshet, 2015;
von Bohlen Und Halbach y von Bohlen Und Halbach, 2018). Asi mismo, el ejercicio es
capaz de aumentar el nimero de sinapsis y la fuerza de transmision de estas, aportando

grandes beneficios a la funcion neuronal (Lin et al., 2012; Nie y Yang, 2017).

Por todo ello, el ejercicio es fundamental en la neuroproteccion; aunque no se
conocen con exactitud sus mecanismos para inducir estas adaptaciones en el encéfalo,
debido a que los diferentes tipos de entrenamiento, asi como su intensidad y duracion,
pueden implicar la activacion de distintas rutas a nivel molecular. Los trabajos previos
sobre el efecto del ejercicio en el encéfalo se han centrado principalmente en el
entrenamiento de resistencia, siendo casi inexistentes en el ejercicio de fuerza. A su vez,
se ha demostrado que el ejercicio de resistencia induce la autofagia en el encéfalo, pero

no se ha estudiado el efecto del ejercicio de fuerza en esta region.
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Por lo tanto, la hipotesis que se plantea en este trabajo es que fanto el ejercicio
de fuerza como el de resistencia producen efectos beneficiosos sobre los mecanismos de
adaptacion al ejercicio en el encéfalo a diferentes niveles: a nivel funcional, afectando
a la conducta; a nivel celular, afectando a la neurogénesis y a nivel molecular,
afectando a los niveles de proteinas presinapticas. Y para que estas adaptaciones

tengan lugar es necesaria la participacion de la via autofagica.

Para determinar si la hipdtesis es cierta se ha propuesto el siguiente objetivo

general:

Estudiar el papel de la autofagia en las adaptaciones del encéfalo inducidas por

el entrenamiento de fuerza y de resistencia.

Para llevar a cabo el objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

1. Estudiar el efecto del déficit de dos autofaginas (Atgdb y Atgd4d) en el

comportamiento de ratones.
2. Analizar las capacidades fisicas, de fuerza y de resistencia, en ratones atg4b™".

3. Caracterizar el efecto del entrenamiento de fuerza y del entrenamiento de
resistencia en el comportamiento de ratones silvestres y ratones con déficit de

Atg4b.

4. Evaluar los efectos de los entrenamientos de fuerza y de resistencia sobre la
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo de ratones salvajes y atg4b™”", asi
como sobre los niveles de proteinas presindpticas en el hipocampo, la corteza

cerebral, el estriado y el cerebelo de estos animales.

5. Estudiar el efecto del entrenamiento de fuerza y de resistencia sobre los niveles
de autofagia en el hipocampo, la corteza cerebral, el estriado y el cerebelo de

ratones salvajes y atg4b™.
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1. Animales y disefo experimental

Se trabajo con dos modelos murinos de deficiencia parcial en autofagia: atg4d”

y atg4b™.

Los ratones utilizados en este trabajo fueron mantenidos en el Bioterio de la
Universidad de Oviedo. En cada jaula se alojaron entre ocho y diez animales con agua y
comida ad libitum, bajo condiciones de temperatura controlada (22 £ 2 °C) y ciclo de
luz/oscuridad 12:12 (inicio del periodo de luz a las 08:00 horas). Los procedimientos
experimentales con los animales fueron autorizados por el Comité de Etica en la
Investigacion de la Universidad de Oviedo (PROAE 30/2016, en el caso del estudio con
los atg4d”, y PROAE 01/2017, para el estudio con los atg4b™).

Modelo atg4d”

Se utilizaron 10 ratones macho de 15 meses de edad con fondo genético puro
C57BL6: 5 de tipo salvaje (wild type; Wt) y 5 deficientes en autofagina-4 (atg4d”). Los

animales fueron cedidos por el Dr. Guillermo Marifo Garcia.

Los ratones atg4d”", y sus correspondientes controles Wt, fueron sometidos a
dos pruebas de comportamiento (test de campo abierto y test de reconocimiento de
objetos) durante 3 dias consecutivos. Dichas pruebas se realizaron siempre a primera

hora de la manana.

Modelo atg4b™

Se utilizaron 72 ratones de 2 meses de edad, todos ellos machos con fondo
genético mixto C57BL6/129Sv: 36 de tipo salvaje y 36 deficientes en autofagina-1
(atg4b™"; KO). Estos animales fueron cedidos por el Dr. Carlos Lopez Otin.

Debido a que el 25 % de los atg4b” habia presentado problemas motores
previamente (Marifio et al., 2010), los 36 ratones utilizados en este estudio se eligieron

entre el 75 % de los que no presentaban estas alteraciones.
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7y sus correspondientes controles Wt fueron sometidos a

Los ratones atg4b
diferentes entrenamientos en cuanto al tiempo de intervencion y al tipo de ejercicio. Se
llevaron a cabo dos intervenciones de diferente duracion: intervencion corta (2 semanas)
e intervencion larga (14 semanas). Se eligio la intervencion de 2 semanas para asegurar
la induccién de la neurogénesis en el DG del hipocampo (van Praag et al., 1999). Asi
mismo, la intervencion de 14 semanas se disefid para que fuera un entrenamiento a largo
plazo. A su vez, dentro de cada intervencion se distribuy6 a los ratones en tres grupos,

segun el tipo de ejercicio que iban a realizar: control (C, no entrenados), fuerza (F) y

resistencia (R) (Figura 12).

# Control (Wt-2C) _x Control (Wt-14C)

- WE— Fuerza (Wt-2F) = Wt< * Fuerza (Wt-14F)
Intervencion de “ Resistencia (Wt-2R) Intervencién de p Resistencia (Wt-14R)
corta duracion |— larga duracion |—
(2 semanas) _x Control (KO-2) (14 semanas) * Control (KO-14C)
- atg4b” /\ * Fuerza (KO-2F) - atgdb” < Fuerza (KO-14F)

“ Resistencia (KO-2R) Resistencia (KO-14R)

Figura 12. Grupos de entrenamiento. Se realiz6 una intervencion de corta duracion y otra de larga
duracion. Dentro de cada una de ellas se distribuy6 a los ratones Wt y atg4b™ en tres grupos segun el tipo

de ejercicio que iban a llevar a cabo: control (no entrenados), fuerza y resistencia.

Durante las dos primeras semanas todos los animales fueron adaptados a las
estaciones de entrenamiento, y a lo largo de la tercera semana se les realizé un test de
evaluacion inicial para conocer sus capacidades fisicas, tras el cual se distribuy6 al azar
a los animales en los grupos control, fuerza y resistencia. A partir de la cuarta semana se

comenzo con el periodo de entrenamiento (Figura 13).

Todos los ratones incluidos en la intervencion de corta duracién realizaron un
test de evaluacion final durante la sexta semana, para determinar sus capacidades
fisicas. Ademads, para minimizar el efecto agudo del test final y obtener datos basales,
los animales entrenados realizaron una sesion mas de ejercicio y fueron sacrificados 48
horas después de la misma (semana 7). Los controles se sacrificaron una semana mas
tarde (semana 8), para asegurar la dilucion del efecto que podria producir este test de
evaluacion final sobre el resto de los procedimientos.
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A su vez, todos los ratones que pertenecian a la intervencion de corta duracion
realizaron dos pruebas de comportamiento: test de campo abierto, para analizar
comportamientos relacionados con la ansiedad y test de reconocimiento de objetos, para
estudiar la memoria a corto y largo plazo. Dichas pruebas tuvieron una duracion de 3
dias consecutivos y se llevaron a cabo durante los 3 primeros dias de adaptacion a las
estaciones (semana 1) y durante los 3 primeros dias del test de evaluacion final (semana
6) (Figura 13). Las pruebas de comportamiento se realizaron siempre a primera hora de
la mafiana, antes de las sesiones de adaptacion al ejercicio y del test de evaluacion final,

para que no se viese afectado el comportamiento.

Todos los animales pertenecientes a la intervencion de larga duracién
realizaron un test de evaluacion final durante la semana 16, para determinar sus
capacidades fisicas. Posteriormente, los que habian realizado ejercicio de fuerza y de
resistencia continuaron entrenando 1 semana mas (semana 17), para minimizar el efecto
del test de evaluacion final y mantener el efecto del entrenamiento especifico (fuerza o
resistencia). Los ratones entrenados fueron sacrificados 48 horas después de la
finalizacion de la ultima sesion de entrenamiento (semana 17), para obtener datos
basales y no la respuesta aguda del entrenamiento. En este caso, los controles también

se sacrificaron el mismo dia que los animales entrenados.

Por lo tanto, antes de comenzar con la intervencion todos los animales tenian 2
meses de edad. Los pertenecientes a la intervencion de corta duracion fueron
sacrificados con 3,5 meses, mientras que los que realizaron la intervencion de larga

duraciodn se sacrificaron cuando tenian 6 meses de edad.

Tras el sacrificio de los ratones, se llevaron a cabo diferentes analisis

bioquimicos e histolégicos, que figuran en los siguientes apartados.
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2. Test de comportamiento

Todos los test de comportamiento se llevaron a cabo en el mismo laboratorio del
Bioterio, comenzandose siempre a primera hora de la manana (08:30 AM). La
habitacion permanecié en todo momento cerrada para mantenerla insonorizada lo
maximo posible. Ademas, el personal que manipul6 a los animales lo hizo de forma
cuidadosa y en silencio, evitando producir cualquier tipo de ruido que pudiese interferir

en el comportamiento.

2.1. Test de campo abierto

El test de campo abierto permite analizar diferentes parametros relacionados con
la ansiedad o la hiperactividad, mediante el estudio del tiempo deambulatorio. La
separacion de cada raton del grupo social en el que vive diariamente, asi como su
exposicion ante un entorno de mayor area del habitual, conlleva que los animales se
sientan desprotegidos, pudiendo mostrar un tiempo disminuido de exploracion, asociado
a un comportamiento ansioso (Seibenhener y Wooten, 2015). Por el contrario, tiempos

de deambulacion altos se relacionan con la hiperactividad (Krahe et al., 2015).

Para analizar la ansiedad y la actividad, se utilizo el protocolo descrito por de
Lima y colaboradores (2005), con algunas modificaciones. Se colocd a los ratones en el
centro de una jaula sin cubrir (60 x 38 x 19,5 cm) y se les dejo explorar libremente
durante 5 minutos. Cada vez que se comenz6 la prueba con un animal nuevo, se limpio6
la jaula con etanol al 30 %. Todo el test fue grabado con una camara (HD Webcam
C270, Logitech) colocada en posicion cenital para su posterior visualizacion,
cronometrandose el tiempo que permanecio cada raton desplazandose por la jaula. Los
videos fueron analizados por tres investigadores ciegos al experimento, aceptando un
error de 3 segundos por cada 30 segundos de video, y repitiéndose el analisis en caso de

discrepancias.
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2.2. Test de reconocimiento de objetos

El test de reconocimiento de objetos permite analizar la discriminacion y la
memoria a corto y largo plazo. Los roedores tienden a explorar aquellos objetos que son

novedosos y no suponen una amenaza para ellos (Cohen y Stackman, 2015).

Para realizarlo, se utilizé el protocolo propuesto por de Lima y colaboradores
(2005), con algunas modificaciones. El dia antes de llevarlo a cabo, se adapto a los
ratones al espacio en el que iban a realizar el test: se les colocd en el centro de una jaula

vacia (60 x 38 x 19,5 cm) y se les dejo explorar libremente durante 5 minutos.

La memoria a corto plazo se analizd 24 horas después de la adaptacion. Para ello
se colocd en la misma jaula dos objetos iguales en forma, color, tamafio y textura
(bloques de construccion; A1 y Az), y se dejo que cada ratdn explorara durante 5
minutos. Los objetos que se utilizaron se situaron entre dos esquinas adyacentes de la
jaula a una distancia de 10 cm de las paredes. Hora y media después, se cambi6 uno de
los objetos (Az2) por otro nuevo (B) que presentaba forma diferente, pero un tamafo
similar y mismo color y textura, y se volvio a colocar a cada ratén en la jaula para que
explorara otros 5 minutos (Figura
14). 24 horas después se analizo la
memoria a largo plazo. Para ello, se
cambi6 el objeto “B” por otro objeto
nuevo (C), de forma y color
distintos, dejando que los ratones
volviesen a explorar durante 5

minutos.

Cada raton realizd6 el test

siempre en la misma jaula y se siguio

el mismo orden para cada uno de

Figura 14. Test de reconocimiento de objetos. Se
observan dos ratones realizando el test de €llos. Cada vez que se comenzo6 una

reconocimiento de objetos para analizar, en este caso,la  prueba se limpiaron la jaula y los
memoria a corto plazo. En cada jaula hay dos objetos de objetos con etanol al 30 %. Los
diferente forma, pero mismo color y textura (objeto

diferentes test se grabaron con una
66A1’7 y Objet() CCB’Q).
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camara (HD Webcam C270, Logitech) colocada en posicion cenital para su posterior
analisis. Los videos fueron visualizados por tres investigadores ciegos al experimento y
se contd el nimero de veces que cada ratén exploré cada uno de los objetos. Se
considerd que el objeto estaba siendo explorado cuando el animal lo tocaba con sus
patas o apuntaba al objeto con su hocico, con una separacion maxima de 2 cm. Se
acepto un error de una exploracion por cada 5 exploraciones al mismo objeto (a partir de
las primeras 5 exploraciones). En caso de discrepancia, se visualizo el video de nuevo
por los tres investigadores. Por ltimo, se calculo el indice de reconocimiento mediante

las siguientes formulas:

- Indice de reconocimiento del objeto nuevo (B) en memoria a corto plazo:

[NB/(Na1+NB)] x 100

Donde Nai es el nimero de veces que el ratoén explord el objeto conocido “A1” y Ns el

numero de veces que exploro el objeto nuevo “B”.

- Indice de reconocimiento del objeto nuevo (C) en memoria a largo plazo:

[Nc/(Na1+Nc)] x 100

Donde Nai es el nimero de veces que el raton explord el objeto conocido “A1” y Nc el

numero de veces que explor6 el objeto nuevo “C”.
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3. Entrenamiento fisico

Se llevaron a cabo dos tipos diferentes de intervenciones: de corta duracion (2

semanas) y de larga duracion (14 semanas). Dentro de cada una de ellas se realizaron

dos tipos de entrenamiento distintos: fuerza y resistencia. Para el entrenamiento de

fuerza se utilizd6 una escalera vertical, similar a la de otros estudios (Hornberger y

Farrar, 2004), fabricada por el Dr. Benjamin Fernandez Garcia. La escalera consta de 40

Figura 15. Ratones realizando

entrenamiento de fuerza en la

escalera vertical.

3.1. Adaptacion

Antes de empezar
entrenamiento, todos los ratones
fueron sometidos a una adaptacion
a la jaula control (jaula limpia en la
que permanecen los controles
mientras el resto entrena), asi como

a las estaciones de trabajo (escalera
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escalones (varillas de 1,5 mm de diametro separadas
entre ellas 15 mm), con la posibilidad de regular el
angulo de inclinacion entre 90° y 80°. En su parte
superior hay un area de descanso de 20 x 20 c¢m para los
animales (Figura 15). En el caso del entrenamiento de
resistencia, se utilizoé un tapiz rodante para rata (Panlab
8700). Este tapiz rodante (41,5 x 13 cm) permite regular
tanto la inclinacion de la cinta como la velocidad
(Figura 16). Todos los protocolos utilizados para el
entrenamiento fueron disefiados por el Dr. Benjamin

Fernandez Garcia, con el objetivo de que fuesen

| progresivos (intercalando dias de descanso para

prevenir lesiones) y sin estimulos aversivos (evitando el

uso de choques eléctricos u otros elementos agresivos).

el

Figura 16. Ratones realizando entrenamiento de
y tapiz rodante), para que S€ resistencia en el tapiz rodante.
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habituaran a ellas y aprendieran tanto a subir por la escalera como a correr en el tapiz.
La adaptacion se realizd de forma progresiva a lo largo de 10 dias (5 dias a la semana
durante dos semanas). Ademas, los ratones fueron colocados de 4 en 4 en cada estacion,
para que estuvieran siempre acompanados y reducir el estrés a un lugar nuevo. Las
adaptaciones a las estaciones de trabajo se realizaron siguiendo los siguientes protocolos

(Tablas 1y 2):

Tabla 1. Protocolo de adaptacion a la escalera.

ADAPTACION EN LA ESCALERA VERTICAL!

Dia Metodologia

1-5 | Los ratones permanecen en la parte superior de la escalera durante 20 minutos.

Adaptacion de 20 minutos. Cada 4 minutos se les pone a subir los ultimos 5 escalones (ven
6 1 parte superior a la que deben llegar desde dicho escalon).

Adaptacion de 20 minutos. Cada 4 minutos suben de 5 a 10 escalones (comienzan subiendo
5,y al final de la sesion deben saber alcanzar la parte superior desde el escalon numero 10).

Adaptacion de 20 minutos. Cada 4 minutos suben los ultimos 10 escalones. Se les coloca
8 esparadrapo en la cola para que se habituen, ya que el peso, en futuras sesiones, se coloca
con ayuda de este material.

9 Adaptacion de 20 minutos. Cada 4 minutos suben 10 escalones con 5 g de peso en la cola.

10 Adaptacion de 20 minutos. Cada 4 minutos suben 10 escalones con 20 g de peso en la cola.

!'La adaptacion a la escalera la realizaron todos los ratones durante los 10 dias previos al comienzo
del periodo de entrenamiento. En la escalera se pudo controlar el tiempo total de permanencia en la
parte superior, el nimero de escalones a subir y la carga con la que ascendian. En la parte superior
de la escalera se afadi6 serrin de la propia jaula de los ratones, para disminuir el estrés.

Tabla 2. Protocolo de adaptacién al tapiz rodante.

ADAPTACION EN EL TAPIZ RODANTE?

Tiempo total Serrin de la

Dia T Velocidad Angulo de inclinacién jaula?
1-3 20 minutos 0 cm/s 0° Si
4y5 20 minutos 0 cm/s 0° No
6 20 minutos 12 cm/s 0° No
7y8 20 minutos 10 cm/s 0° No
9 20 minutos 10 cm/s 5° No
10 20 minutos 10 cm/s 5% (los primeros 10 min) y No

10° (los ultimos 10 min)

2 La adaptacién al tapiz rodante la realizaron todos los ratones durante los 10 dias previos al
comienzo del periodo de entrenamiento. En el tapiz se pudo controlar el tiempo, la velocidad y el
angulo de inclinacion. Ademas, se afiadié serrin de la propia jaula de los ratones sobre la cinta de
correr durante los primeros dias, para disminuir el estrés.
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3.2. Test de evaluacion de la condicion fisica

Todos los animales realizaron una prueba de evaluacion de la fuerza y de la
resistencia en la escalera y en el tapiz rodante, respectivamente. El test inicial se realizo
después del periodo de adaptacion y antes de comenzar el periodo de entrenamiento.
Esta prueba permite determinar las capacidades fisicas de cada raton, a nivel de peso
maximo levantado y de distancia maxima recorrida. De la misma forma, después de
finalizar el periodo de entrenamiento se repitieron los test (test final) para determinar la
efectividad y especificidad del entrenamiento. Ademas, tanto en el test inicial como en

el final se peso a cada animal.

El test de evaluacion inicial de fuerza se llevd a cabo 72 horas después del
ultimo dia de adaptacion a las estaciones. Para ello, los ratones realizaron un
calentamiento previo, sin peso, de diez series de diez escalones (10x10), tras el cual se

les dejo descansar 2 minutos y se repitio una segunda vez.

El test de fuerza comenz6 colocando a cada uno de los animales en el décimo
escalon de la escalera vertical, ascendiendo con un peso de 10 g en la cola y un angulo
de inclinacién de 85° con respecto a la horizontal. Cada vez que lograron alcanzar la
parte superior de la estacion, tras un descanso de 2 minutos, se les increment6 el peso en
5 g para el siguiente ascenso. Aquellos que no consiguieron ascender tuvieron una
segunda oportunidad, cargando con el mismo peso, tras 2 minutos de recuperacion. Si la
segunda vez tampoco eran capaces de trepar, se les devolvia a su jaula, anotando el
ultimo peso con el que consiguieron subir los diez escalones y alcanzar la parte superior
de la escalera. Una vez finalizado este test de evaluacion, se esperd 72 horas antes de
realizar el de resistencia, con el fin de que los ratones pudieran recuperarse del esfuerzo

fisico.

Para llevar a cabo el test de evaluacion inicial de resistencia, los ratones
hicieron un calentamiento de 3 minutos sobre el tapiz, a una velocidad de 10 cm/s y sin
inclinacion. El test comenz6 con una velocidad de 10 cm/s y una inclinacion de 10°.
Posteriormente, se fue aumentando la velocidad 3,3 cm/s cada 3 minutos, manteniendo
los grados de inclinacion del tapiz. Cuando se observd que cada uno de los ratones

comenzd a agotarse (no eran capaces de continuar corriendo a la velocidad del tapiz
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rodante y chocaban con la pared trasera de la maquina), se les retird de la estacion,
devolviéndoles a su jaula para descansar. A su vez, se apuntd el tiempo total que

permanecieron corriendo y la velocidad con la que terminaron.

El test de evaluacion final se realiz6 repitiendo exactamente el mismo
protocolo que para el test inicial. También se dejaron 72 horas entre el test de
evaluacion final de fuerza y el de resistencia, para que los ratones pudieran recuperarse

del esfuerzo fisico (Anexo 1; Tablas suplementarias 1, 2, 3 y 4).

3.3. Entrenamiento

Tras realizar el test inicial de condicion fisica, se llevd a cabo un sorteo
(adjudicando un numero a cada ratéon) para distribuir a los animales, al azar, en tres
grupos: grupo control (no entrenados), grupo de fuerza (entrenados en la escalera
vertical) y grupo de resistencia (entrenados en el tapiz rodante) (Figuras 15 y 16). Este
sorteo se llevd a cabo tanto en la intervencion de corta duraciéon como en la de larga

duracion.

Ambeas intervenciones fueron disefiadas para que los animales entrenasen 5 dias
por semana: durante 2 semanas (intervencion de corta duracion) o durante 14 semanas

(intervencion de larga duracion).

Para calcular tanto la carga inicial, en el entrenamiento de fuerza, como la
velocidad inicial, en el entrenamiento de resistencia, se tomaron los valores de fuerza
maxima y de velocidad maxima, del ratdbn mas débil de cada grupo, recogidos durante el

test inicial. Posteriormente, se calculd el 50 % de dichos valores.

Durante las sesiones de entrenamiento los controles permanecieron en la misma
habitacion que los ratones entrenados y se les coloco en una jaula nueva a la que se le
afladia serrin de su propia jaula, permaneciendo en ella mientras el resto de los animales
estaban entrenando. Para los entrenamientos de fuerza y resistencia se siguieron los

protocolos de las tablas de los anexos (Anexo 1; Figuras suplmentarias 1, 2, 3 y 4).
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Los animales del grupo de entrenamiento de 2 semanas (incluidos los controles),
realizaron el test de evaluacion final durante la sexta semana para determinar sus
capacidades fisicas. Posteriormente, llevaron a cabo una unica sesion de entrenamiento
mas para diluir los efectos del test final antes del sacrificio (Anexo 1; Figuras

suplmentarias 1y 2).

Todos los ratones pertenecientes al grupo de entrenamiento de 14 semanas de
duracioén realizaron un test de evaluacion final de fuerza y de resistencia en la semana
16 repitiendo la misma metodologia que en el test inicial. Los que habian sido
entrenados continuaron realizando ejercicio 1 semana més (semana 17), para minimizar

el efecto del test de evaluacion final (Anexo 1; Figuras suplmentarias 3 y 4).

4. Obtencion de tejidos

Todos los ratones se sacrificaron, por inhalacion de COz, 48 horas después de la
ultima sesién de entrenamiento, a excepcion de los controles pertenecientes a la
intervencion de 2 semanas, que se sacrificaron una semana mas tarde. Inmediatamente
después, se les extrajo el encéfalo realizando un corte sagital por la linea media para
separar ambos hemisferios. El hemisferio derecho se fij6 en paraformaldehido al 4 %
(88047330; LCH Chimie) durante toda la noche a 4 °C para, posteriormente, ser
procesado para los estudios histologicos. El hemisferio izquierdo se disecciond,
obteniendo por separado la corteza cerebral, el estriado, el hipocampo y el cerebelo, que

fueron preservados a -80 °C para los correspondientes analisis bioquimicos.

5. Analisis histologicos

El procesamiento de las muestras para histologia, correspondientes a los ratones
atg4b”" y sus respectivos Wt, fue realizado por la Unidad de Histopatologia Molecular
del Instituto Universitario de Oncologia del Principado de Asturias (IUOPA). El
hemisferio derecho, fijado en paraformaldehido al 4 %, se deshidraté en una bateria de
etanoles a diferentes concentraciones (50, 70, 80 y 96 %) durante 1 hora, seguido de 5
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horas en etanol al 100 % y 5,5 horas en xilol. Posteriormente, se embebid en parafina
durante 4 horas. Para realizar los andlisis histologicos se realizaron cortes sagitales
seriados de 4 um de grosor, con ayuda del microtomo (HM 350 S; Microm), que se

introdujeron en una estufa a 55 °C durante 1 hora.

Mediante inmunohistoquimica se determiné el niimero de células que se
encontraban en las diferentes fases de proliferacion (con el anticuerpo anti-Ki-67) y de

diferenciacion (con el anticuerpo anti-DCX) en el DG del hipocampo.

Se desenmascararon los epitopos de las muestras en el PT Link (Dako) apH 9y
95 °C durante 20 minutos utilizando EnVision Flex Target Retrieval Solution High pH
(K800421-2, Dako). A continuacion, se incubaron las secciones con la solucion de
bloqueo Protein Block Serum-Free (X0909, Dako) durante 20 minutos y, después, con
el anticuerpo primario correspondiente diluido en Envision FLEX antibody diluent
(K8006, Dako), durante 30 minutos (Tabla 3). Posteriormente, se trataron las secciones
con el anticuerpo secundario pertinente a temperatura ambiente durante 30 minutos
(Tabla 4), y se revelaron con Liquid DAB (K34671, Dako) durante 5 minutos.
Finalmente, se contratifieron con hematoxilina (K8008, Dako) durante 10 minutos y se
montaron los portaobjetos con medio de montaje (1.07961.0500, Entellan Nuevo,

Merck).

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Anticuerpo Diluciéon Casa comercial Referencia

Anti-Ki-67 clone SP6 1:150 DCS KI681C01
monoclonal

Ant-DCX E-6 1:400 Santa Cruz Biotechnologies s¢-271390
monoclonal

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Anticuerpo Casa comercial Referencia
Anti-rabbit (Kit EnVision +/HRP) Dako K400211-2
Anti-mouse (Kit EnVision FLEX/HRP) Dako K8000
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Para realizar el contaje de células positivas para Ki-67 y DCX, se visualizaron
las muestras en un microscopio optico (Nikon eclipse 801), utilizando el programa
informatico NIS-Elements Basic Research. Las areas del DG se midieron con el

software Imagel 2.0.0-rc-30.

6. Analisis bioquimicos

Para identificar y cuantificar los niveles de proteinas, se llevaron a cabo varios
analisis mediante Western blot (WB) de la corteza cerebral, el estriado, el hipocampo y

el cerebelo.

6.1. Homogeneizacion y cuantificacion de proteinas

Cada estructura cerebral se disgrego, con ayuda de un homogeneizador Potter-
Elvehjem de 2 ml (432-0200; VWR), en 200 pl de tampdén de homogeneizacion
compuesto por: HEPES 20mM a pH 7,4; NaCl 100 mM; NaF 50 mM; EDTA 5 mM;
Tritén X-100 1 %; ortovanadato 1 mM, pirofosfato 1 mM y un céctel de inhibidores de
proteasas (11 873 580 001; Roche Diagnostics). A continuacion, se centrifugd a 12000
g, a 4 °C durante 10 minutos utilizando una centrifuga MICRO STAR 17R (521-1647;
VWR), y se recogieron los sobrenadantes, que fueron guardados a -80 °C hasta su

utilizacion.

La cuantificacion de proteinas totales se llevo a cabo mediante el ensayo del
acido bicinconinico (BCA), utilizando el kit comercial Pierce BCA Protein Assay
(23227; Pierce Biothecnology Inc.) y siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
Para calcular la concentracion de proteinas totales de cada muestra se midid la
absorbancia a 562 nm, mediante un lector de placas (Varioskan® Flash; Thermo Fisher

SCIENTIFIC) y el programa informatico SKanlt RE for Varioskan Flash.
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6.2. Western blot

Tanto la preparacion de los geles como la electroforesis y la transferencia a las
membranas se realizaron utilizando los soportes y las cubetas de Mini-PROTEAN®

Tetra System (Bio-Rad) y las fuentes de alimentaciéon PowerPac™ Basic (Bio-Rad).

Se tomaron 15 pg de proteina de cada muestra homogeneizada y se les anadi6
tampon de carga (Tris/HCl 300 mM, a pH 6,8; SDS 10 %; glicerol 50 %; 2-
mercaptoetanol 20 %, EDTA 40 mM y bromofenol 0,05 %). Después, se hirvieron en
un bafio durante 7 minutos y se cargaron en geles de SDS-poliacrilamida al 15 %. En
los geles también se cargd el marcador Precision Plus Protein™ Dual Color Standars

(#161-0374; BioRad), que presenta un rango de peso molecular de 200 kDa-10 kDa.

Para el analisis especifico de pro-LC3, se utilizé un tampdn de carga con urea 8
M vy tiourea 3 M (Tris/HC1 300 mM, a pH 6,8; SDS 2 %; glicerol 50 %; EDTA 8 mM,
bromofenol 0,01 %, urea 8 M y tiourea 3 M). Las muestras se cargaron en geles de

SDS-poliacrilamida al 16 %, con urea 6 M.

La electroforesis se realizdo cubriendo todo el sistema con un tampén de
electroforesis (Tris 248 mM; glicina 1,92 M y SDS 1 %) a un voltaje constante de 120
V. A continuacidn, se equilibraron los geles en el tampon de transferencia (Tris/HCl
248 mM, a pH 8,3, glicina 1,92 M y metanol al 20 %), y se colocaron sobre membranas
de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (10600021; GE Healthcare Life Sciences),
previamente activadas con metanol. La transferencia se llevo a cabo en himedo con el
tampon de transferencia a un amperaje constante de 250 mA durante 1 hora, en
agitacion suave y en frio. Tras el tiempo de transferencia, se incubd las membranas con
solucion de bloqueo compuesta por BSA al 5 % disuelta en tampon TBS-T (Tris/HCl
200 mM a pH 7,6; NaCl 1,5 M y Tween-20 al 1 %).

Después de la fase de bloqueo se incub6 cada membrana, durante toda la noche a

4 °C, con el correspondiente anticuerpo primario disuelto en solucién de bloqueo (Tabla

5).
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Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de WB.

Anticuerpo Dilucién Casa comercial Referencia
Anti-LC3B 1:1000 Novus Biologicals NB600-1384
Anti-p62/ SQSTMI clone 2C11 | 1:1000 Abnova H00008878-M01
Anti-ubiquitina (FK2) 1:1000 Millipore 04-263
Anti-fosfo-AMPKa 1:1000 Cell Signaling 2535
Anti-AMPKa total 1:1000 Cell Signaling 2532
Anti-fosfo-p70 S6K 1:1000 Cell Signaling 9234
Anti-p70 S6K 1:1000 Cell Signaling 2708
Anti-CSPa 1:750 Synaptic Systems 14003
Anti-o-sinucleina 1:1000 BD Transduction Laboratories 610787
Anti-SNAP-25 1:1000 Abcam Ab5666
Anti-B -actinﬁlc{c;’njugada con 1:5000 Santa Cruz Biotechnologies sc-47778

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T y
se incubo durante 1 hora con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 6). A
continuacion, se volvieron a hacer otros tres lavados de 10 minutos con TBS-T y se
revelaron las membranas con el sustrato Luminata™ Forte (WBLUF0500; Millipore).
Las imagenes se capturaron en una cdmara (ChemiDoc-It® BioChemi HR Camera;

UVP) con ayuda del programa informéatico VisionWorksLs (UVP).

Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de WB.

Anticuerpo Diluciéon Casa comercial Referencia
Anti-rabbit [gG H&L 1:8000 Abnova PAB10822
Anti-mouse 1:5000 Santa Cruz Biotechnologies sc-2005

Después de incubar las membranas con los anticuerpos anti-fosfo-AMPKa y
anti-fosfo-p70 (formas activas de la proteina) fue necesario medir la cantidad total de
proteina, incubando con anti-AMPKa total y anti-p70 S6K. Para ello, se realizo la
técnica de stripping, que permite eliminar los anticuerpos, previamente unidos a la
membrana, manteniendo la integridad de los epitopos. Se incubo6 las membranas con la
solucion de stripping (Glicina 199,8 mM y Tween-20 al 30 %; a pH 2,5) durante 35

minutos a 65 °C. Posteriormente, se hicieron varios lavados con TBS-T (Tris/HCI 200
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mM a pH 7,6; NaCl 1,5 M y Tween-20 al 1 %) y se incubaron con solucion de bloqueo
(leche desnatada en polvo al 5 % disuelta en TBS-T) durante 1 hora. Por ltimo, se
incubaron de nuevo las membranas con el anticuerpo primario correspondiente, a 4 °C

durante toda la noche, y se continué con el protocolo anteriormente explicado.

Para la normalizacion de las muestras, se incubaron todas las membranas con
anticuerpo frente a B-actina conjugada con el enzima peroxidasa de rabano (HRP) (sc-

47778; Santa Cruz Biotechnologies).

La densitometria se realizo con el programa Imagel 2.0.0-rc-30, a partir del cual

se obtuvo la densidad dptica de cada proteina estudiada en las diferentes muestras.

7. Estadistica

La normalidad de las variables se ha determinado a partir del test de Shapiro-
Wilks. A los datos de la capacidad de fuerza y resistencia, asi como los de las proteinas
presindpticas (CSPa y a-sinucleina), proteinas autofigicas (LC3-I, LC3-II, p62 y
ubiquitina), AMPK y p70 S6K se les ha realizado la transformacién log2 para llevar a

cabo su analisis.

Para comparar los valores iniciales y finales, dentro del mismo genotipo y del
mismo tipo de entrenamiento, se utilizo6 la prueba t de Student para muestras
dependientes. A su vez, para las comparaciones entre los tres tipos de entrenamiento
(control, fuerza y resistencia) se utilizo, en el caso de las variables normales, una prueba
ANOVA de un factor seguida del test post hoc de Tukey, y en el caso de las variables
no normales la prueba de Kruskal-Wallis seguida del test post hoc de Dunn. La
comparacion entre los genotipos (Wt vs. atg4b” y Wt vs. atg4d’), asi como entre la
edad de los ratones (3,5 meses vs. 6 meses), se hizo mediante la prueba t de Student
para muestras independientes, en el caso de las variables normales, y el test U de Mann-

Whitney para las variables no normales.

Para el andlisis de las correlaciones se ha llevado a cabo el coeficiente de

correlaciéon Rho de Spearman.
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En todos los casos se tuvo en cuenta un valor de significacion de p < 0,05. Los
analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa informético GraphPad

Prism 7.
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1. Comportamiento en dos modelos de raton con déficit de autofagia

Debido a que en otros estudios se ha observado que ratones con déficit total de
autofagia presentaban cambios en el comportamiento (Hara et al., 2006; Komatsu et al.,
2006; Glatigny et al., 2019), en este trabajo quisimos analizar si el déficit parcial de
autofagia también afecta a este nivel. Para ello se realizaron dos test de comportamiento a

ratones atg4d”, de 15 meses de edad, y atg4b”, de 2 meses, y a sus respectivos Wt.

1.1. El déficit de Atg4d afecta a la conducta relacionada con la ansiedad y la

memoria a corto plazo

El test de campo abierto permite evaluar diferentes factores de la conducta de los
animales, como la hiperactividad o el estado de ansiedad (Krahe et al., 2015; Seibenhener
y Wooten, 2015), cuando se encuentran en una zona abierta en la que no pueden
esconderse. Este tipo de conductas estan relacionadas con la region del hipocampo ventral,
implicada en las emociones, el afecto o el estrés (Fanselow y Dong, 2010). Los ratones que
sufren ansiedad permanecen mds tiempo parados, presentando un tiempo deambulatorio

menor, mientras que una mayor actividad produce justo el efecto contrario.

En el test de campo abierto, los ratones atg4d’ permanecieron explorando mas
tiempo que los Wt (193,00 £ 19,93 s vs. 133,88 + 11,10 s; p = 0,032), por lo que presentan
mayor actividad (Figura 17).
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A la region dorsal del hipocampo se la relaciona con la cognicién y la memoria
(Fanselow y Dong, 2010). El test de reconocimiento de objetos ayuda a evaluar la
capacidad de discriminacion de los ratones entre dos objetos diferentes, permitiendo
ademads analizar la memoria a corto y a largo plazo (Cohen y Stackman, 2015). Para ello,
se calcularon los indices de reconocimiento de objetos, [Ns/(NaitNB)] x 100 y
[Nc/(Na1+Nc)] x 100, analizando el nimero de veces (N) que los ratones interactuaron con

el objeto conocido A y con los objetos nuevos By C.

Al estudiar la memoria a corto plazo, se observd que los ratones atgdd”
presentaron un indice de reconocimiento mayor que sus respectivos Wt (0,65 + 0,052 vs.
0,44 + 0,080), casi alcanzando la significacion (p = 0,055) (Figura 18, A). Sin embargo, no
hubo diferencias entre genotipos en la memoria a largo plazo (Figura 18, B). Por lo tanto,

el déficit de Atg4d podria aumentar la memoria a corto, pero no a largo plazo.

Memoria a corto plazo Memoria a largo plazo
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Figura 18. Indice de reconocimiento de los ratones atg4d™ y sus respectivos Wt en los test de memoria

a corto (A) y a largo plazo (B). Los datos se representan como media £ SEM; n = 5 para cada grupo.

84



Resultados

1.2. Los ratones atg4b™ podrian tener afectada la memoria a corto plazo

Los ratones atg4b”" presentaron el mismo tiempo de deambulacién que los Wt
(Figura 19).
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Al estudiar la memoria a corto plazo en los ratones atg4b” se observd que
tendieron a presentar un indice de reconocimiento mayor que los Wt (141,25 + 10,39 vs.
123,10 = 10,36; p = 0,074) (Figura 20, A y B), mientras que no se detectaron diferencias
entre ambos genotipos en la memoria a largo plazo. Por lo tanto, el déficit de Atg4b podria

afectar a la memoria a corto, pero no a largo plazo.
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Figura 20. indice de reconocimiento de los ratones atg4b™ y sus respectivos Wt en los test de memoria

a corto (A) y a largo plazo (B). Los datos se representan como media £ SEM; n = 24 para cada grupo.
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2. Capacidad fisica en un modelo deficiente en autofagia tras el

entrenamiento de fuerza y de resistencia

Como observamos que el déficit parcial de autofagia podria producir alteraciones a
nivel de comportamiento, nos propusimos evaluar si una intervencion de ejercicio podria
contrarrestar los efectos de dicho déficit, ya que se ha demostrado que el ejercicio de
resistencia es un inductor de esta via de degradacion en el encéfalo (He et al., 2012b;
Bayod, et al., 2014). Para ello, decidimos trabajar con el modelo atg4b”~ (al que también
nos referiremos como KO) porque es el que estd mejor caracterizado (Marifio et al., 2010).
Asi mismo, como no existen estudios previos que analicen el efecto del ejercicio de fuerza
sobre la autofagia en el encéfalo, decidimos realizar, ademés de un entrenamiento de

resistencia, otro de fuerza.

Todos los animales fueron capaces de llevar a cabo las intervenciones. Al finalizar
los periodos de entrenamiento, los animales del estudio de corta duracion realizaron 11
sesiones de entrenamiento con una frecuencia semanal media de 5,5 dias por semana,
mientras que los ratones de la intervencion de larga duracion realizaron 61 sesiones con

una frecuencia semanal media de 4,4 dias por semana.

2.1. El déficit parcial de autofagia afecta a la capacidad de fuerza, pero no a la

de resistencia

En primer lugar, fue necesario evaluar la capacidad fisica de los ratones de ambos
genotipos antes del entrenamiento, para verificar si los animales eran capaces de llevar a
cabo una intervencion de ejercicio, asi como determinar si los protocolos eran efectivos y
mejoraban la cualidad entrenada tras la intervencion. Para ello, se realizaron dos pruebas
iniciales: un test para evaluar la capacidad de fuerza y otro para evaluar la capacidad de

resistencia.

Todos los ratones fueron capaces de llevar a cabo los test de evaluacion iniciales, lo
que indic6 que el periodo de adaptacion a las estaciones fue eficaz y que los ratones eran

aptos para realizar las intervenciones de ejercicio posteriores.

86



Resultados

El test de evaluacion de fuerza permite determinar la carga maxima con la que cada
raton es capaz de ascender por la escalera vertical, como representacion de su fuerza
maxima. Para analizarla se tomaron los valores de la carga maxima y del peso corporal de
cada raton, y se calculod la relacién entre ambos factores (carga maxima/peso raton). De

esta forma se evita que el peso influya sobre el valor de la fuerza maxima.

Mediante el test de evaluacion de resistencia se puede determinar la velocidad
maxima que puede soportar un raton al correr sobre el tapiz rodante mientras se le
incrementa la velocidad de forma escalonada. En este caso se tomo la distancia que

recorrio cada animal durante el test de evaluacion.

Al analizar la capacidad inicial de fuerza y de resistencia de ambos genotipos, se
observa que los ratones KO presentaron menor capacidad de fuerza que los Wt (1,78 g/g +
0,078 g/g vs. 2,07 g/g = 0,069 g/g; p = 0,007) (Figura 21, A), mientras que ambos

genotipos mostraron una capacidad de resistencia similar (Figura 21, B).

Por consiguiente, el déficit parcial de autofagia afecta a la capacidad de fuerza, pero

no a la de resistencia.

Capacidad fisica
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Figura 21. Capacidad fisica de los ratones Wt y KO. A) Capacidad de fuerza en el test inicial de
evaluacion de la condicion fisica. B) Capacidad de resistencia en el test inicial de evaluacion de la condicion

fisica. Los datos se representan como media + SEM; n = 36 para cada grupo.
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2.2. El entrenamiento de fuerza evita la pérdida de dicha cualidad asociada al

déficit parcial de autofagia

Una vez realizado el test de evaluacion inicial, se llevaron a cabo las intervenciones
de ejercicio, tras las cuales se volvio a repetir el test de evaluacion (final), para determinar
la capacidad fisica de los ratones después del entrenamiento y verificar la eficacia de los

protocolos aplicados.

Cuando se compara la capacidad de fuerza antes y después de la intervencion de 2
semanas, se observa que los Wt-2C presentaron mayor capacidad de fuerza en el test final
con respecto al inicial (2,05 £ 0,11 g/g vs. 2,42 £ 0,12 g/g; p = 0,035), al igual que los Wt-
2F (2,04 £ 0,13 g/g vs. 2,58 £ 0,12 g/g; p = 0,017); mientras que esto no se observa en los
Wt-2R (Figura 22, A). Sin embargo, en el genotipo atg4b”, aunque no se vieron
diferencias significativas entre la capacidad de fuerza inicial y final en ninguno de los
grupos de entrenamiento, los KO-2F presentaron mayor capacidad de fuerza que los KO-
2C al final del periodo de entrenamiento (2,10 = 0,14 g/g vs. 1,52 £ 0,09 g/g; p = 0,018)
(Figura 22, A).

Al comparar la capacidad de fuerza de ambos genotipos entre si, se observa que los
animales Wt-2C presentaron una mayor capacidad de fuerza que los KO-2C, tanto al inicio
del entrenamiento (2,05 + 0,11 g/g vs. 1,64 + 0,11 g/g; p = 0,014) como al final del mismo
(2,42 + 0,12 g/g vs. 1,52 £ 0,09 g/g; p = 0,000) (Figura 22, A). Al expresar los datos como
porcentaje de variacion, se muestra que los ratones KO que no entrenaron sufrieron una
pérdida de fuerza, mientras que los Wt la aumentaron (-12,14 % vs. 15,09 %; p = 0,050)
(Figura 22, B). A su vez, tras el entrenamiento, los Wt-2F también tenian una capacidad de
fuerza mayor que los KO-2F (2,58 + 0,12 g/g vs. 2,10 + 0,14 g/g; p = 0,016) (Figura 22,

A), aunque no hubo diferencias entre los genotipos en cuanto al porcentaje de variacion.

Por lo tanto, el protocolo de entrenamiento de fuerza aplicado no permitid ver
diferencias de la cualidad entrenada en los Wt. Sin embargo, el déficit parcial de autofagia
favorece la pérdida progresiva de fuerza en ratones jovenes, y el entrenamiento de dicha

cualidad podria frenar su pérdida.
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Figura 22. Capacidad de fuerza de los ratones Wt y KO entrenados durante 2 semanas. A) Capacidad

de fuerza en el test inicial y final de evaluacion de la condicion fisica. Los datos se representan como media +

SEM. B) Porcentaje de variacion de la capacidad de fuerza. Los datos se representan como mediana. Para

cada grupo n = 8.
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Al analizar los resultados de los ratones que llevaron a cabo la intervencion durante
14 semanas, se observa que los Wt-14C presentaron menor capacidad de fuerza en el test
de evaluacion final frente al inicial (1,72 + 0,08 g/g vs. 2,12 + 0,14 g/g; p = 0,016). Sin
embargo, los Wt-14F aumentaron esta capacidad después del entrenamiento (1,85 + 0,31
g/g vs. 2,59 £ 0,32 g/g; p = 0,029), presentando mayor fuerza que los Wt-14C en el test
final (2,59 + 0,32 g/g vs. 1,72 = 0,08 g/g; p = 0,029) (Figura 23, A). El porcentaje de
variacion de la capacidad de fuerza indicé que Wt-14F mejoraron dicha capacidad frente a
los Wt-14C (49,55 % vs. -16,60 %; p = 0,001) y los Wt-14R (49,55 % vs. -13,80 %; p =
0,002) (Figura 23, B). Estos resultados demuestran que los animales Wt que no entrenaron
disminuyeron su capacidad de fuerza a lo largo del periodo de intervenciéon. En este caso,
el protocolo de entrenamiento aplicado fue eficaz, permitiendo revertir la pérdida de

fuerza, e incluso aumentarla, tras 14 semanas de entrenamiento.

En el caso de los ratones atg4b” solo se observan diferencias significativas en la
capacidad de fuerza de los ratones que no entrenaron; los KO-14C disminuyeron su fuerza
desde el inicio de la intervencion hasta la finalizacion de la misma (2,14 £ 0,18 g/g vs. 1,55
+ 0,17 g/g; p = 0,036) (Figura 23, A). De hecho, presentaron un porcentaje de variacion
negativo, mientras que los KO-14F mantuvieron la capacidad de fuerza (-25,15 % vs. 7,35
%; p = 0,029) (Figura 23, B). Este resultado confirma que el déficit parcial de autofagia
afecta negativamente a la capacidad de fuerza a largo plazo. Sin embargo, el entrenamiento

de esta cualidad impide el deterioro de la misma.

Tomando todos estos datos en conjunto, se puede afirmar que los Wt necesitan mas
de 2 semanas de entrenamiento para mejorar la capacidad de fuerza, mientras que la
intervencion de 14 semanas resulta eficaz y especifica de la cualidad entrenada. En el caso
de los KO, tanto la intervencion de 2 semanas como la de 14 semanas permiten frenar el

deterioro de la capacidad de fuerza que sufren estos animales.

90



Capacidad de fuerza

14 semanas
A) p=0,029
4 -
p = 0,029
[ |

3

Carga maxima/peso raton (g/g)

2_ i
n
L ]
14
u T T L T
Wit
B)
S 400-
T p=0,001 p=0,002
S 75
T p=0,029
£ %04 3
E 25- .
= O ereareriiranssnnne g .................. o [] wt Resistencia
\.n —
5 eel — |
B 25479 00 |ay a”
m
-1 L]
-50
x T T 1 T T T
Wit KO

D Wt Control

Resultados

B «xo control
D KO Fuerza
B XO Resistencia

Figura 23. Capacidad de fuerza de los ratones Wt y KO entrenados durante 14 semanas. A) Capacidad

de fuerza en el test inicial y final de evaluacion de la condicion fisica. Los datos se representan como media +

SEM. B) Porcentaje de variacion de la capacidad de fuerza. Los datos se representan como mediana. Para

cada grupon=4.
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2.3. El déficit parcial de autofagia a largo plazo podria afectar a la respuesta

adaptativa al entrenamiento de resistencia

El ejercicio de resistencia es el entrenamiento mas estudiado en la bibliografia, en
el caso de los modelos murinos con déficit de autofagia. Al igual que se evalud la
capacidad de fuerza de los ratones tras el entrenamiento, para verificar la eficacia de los

protocolos, también se analizé la capacidad de resistencia.

Al comparar la capacidad de resistencia antes y después de la intervencion de 2
semanas, se observa que los ratones Wt-2R corrieron mas distancia tras la intervencion
(1042,81 + 69,60 m vs. 743,85 £ 89,58 m; p = 0,002) (Figura 24, A), siendo su porcentaje
de variacion mayor que el de los Wt-2C (49,81 % vs. -8,05 %; p = 0,001) y los Wt-2F
(49,81 % vs. -7,71 %; p = 0,014) (Figura 24, B). Lo mismo se observa en los KO-2R, que
presentaron ganancia de resistencia al final del entrenamiento (1061,20 + 82,02 m vs.
807,87 + 95,17 m; p = 0,001) y mayor porcentaje de variacion de la resistencia respecto a
los KO-2C (33,49 % vs. -14,26 %; p = 0,002) y los KO-2F (33,49 % vs. -16,22 %; p =
0,001) (Figuras 24, A y B). Los ratones KO-2F corrieron menos distancia en el test final
frente al inicial (719,95 + 83,32 m vs. 810,64 + 91,22 m; p = 0,037).

Después del entrenamiento, los Wt-2R corrieron una distancia mayor que los Wt-2F
(1042,81 + 69,60 m vs. 747,00 + 70,97 m; p = 0,025), al igual que en el genotipo atg4b™,
donde los KO-2R corrieron mayor distancia que los KO-2F (1061,20 + 82,02 m vs. 719,95
+ 83,32 m; p = 0,036) y que los KO-2C (1061,20 + 82,02 m vs. 719,45 £ 73,21 m; p =
0,044) (Figura 24, A).

Por lo tanto, el protocolo de resistencia en la intervencion de 2 semanas fue eficaz y
especifico de la cualidad entrenada. Ademas, no solo los animales del genotipo Wt
aumentaron la capacidad de resistencia después de la intervencidn, sino que también se

observo en los ratones que presentaban déficit parcial de autofagia.
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Figura 24. Capacidad de resistencia de los ratones Wt y KO entrenados durante 2 semanas. A)
Capacidad de resistencia en el test inicial y final de evaluacion de la condicion fisica. Los datos se
representan como media £ SEM. B) Porcentaje de variacion de la capacidad de resistencia. Los datos se

representan como mediana. Para cada grupo n = 8.
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En el caso de los ratones que realizaron la intervencion durante 14 semanas, se
observa la misma tendencia que en la de 2 semanas. Los Wt-14R corrieron mayor distancia
en el test de evaluacion final que en el inicial (1043,31 £ 126,71 m vs. 485,88 £ 31,41 m; p
= 0,028) y mostraron un porcentaje de variacion de la resistencia mayor que los Wt-14F
(120,05 % vs. 18,73 %; p = 0,033) y los Wt-14C (120,05 % vs. -7,89 %; p = 0,017)
(Figuras 25, A y B). Los KO-14R también presentaron mayor resistencia en el test final
frente al inicial (1056,27 + 100,23 m vs. 691,60 = 50,34 m), casi alcanzando la
significacion (p = 0,059), siendo su capacidad de resistencia al final de la intervencion
mayor que la de los KO-14C (1056,27 + 100,23 m vs. 638,05 = 107,62 m; p = 0,058)
(Figura 25, A). Sin embargo, esto no se reflejo en el porcentaje de variacion del genotipo
atg4b”", ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos de
entrenamiento. Este resultado indicaria que el déficit de autofagia podria afectar a la

capacidad de resistencia a largo plazo.

Por otro lado, al inicio de la intervencion, los ratones Wt-14R corrieron menor
distancia que los KO-14R (485,88 + 31,41 m vs. 691,60 + 50,34 m; p = 0,015), aunque la
mejora de la capacidad de resistencia tras el entrenamiento fue mayor en los Wt frente a los

atg4b” (557,43 m vs. 364,67 m).

Todos estos datos muestran que el protocolo del entrenamiento de resistencia

durante 14 semanas fue eficaz y especifico de la cualidad entrenada.
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Figura 25. Capacidad de resistencia de los ratones Wt y KO entrenados durante 14 semanas. A)
Capacidad de resistencia en el test inicial y final de evaluacion de la condicion fisica. Los datos se
representan como media = SEM. B) Porcentaje de variacion de la capacidad de resistencia. Los datos se

representan como mediana. Para cada grupo n =4.
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3. Efecto del entrenamiento en el comportamiento de ratones atg4b™

Para determinar si el ejercicio produce adaptaciones a nivel de conducta, se les
volvid a realizar el test de campo abierto y el test de reconocimiento de objetos a los

ratones pertenecientes al entrenamiento de 2 semanas.

3.1.El déficit parcial de autofagia podria estar relacionado con la ansiedad

Como se mostr6 previamente, los ratones de ambos genotipos no presentaron
diferencias en el tiempo deambulatorio a los 2 meses de edad (Figura 19). Asi mismo, al
comparar el tiempo de exploracion antes y después de la intervencion, no se encontraron
diferencias en ninguno de los grupos. Sin embargo, los Wt-2C de 3,5 meses de edad
exploraron mas tiempo que los KO-2C de la misma edad (181,23 + 20,55 s vs. 124,44 +
16,38 s; p = 0,049) (Figura 26). Por otro lado, el entrenamiento, independientemente del

tipo de ejercicio, no afecto al tiempo deambulatorio en ninguno de los dos genotipos.
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Figura 26. Tiempo de exploracion de los ratones Wt y KO entrenados durante 2 semanas,
en los test inicial y final. Tiempo de exploracion entre los diferentes grupos de entrenamiento.

Los datos se representan como media + SEM; n= 8 para cada grupo de entrenamiento.
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Por lo tanto, aunque 2 semanas de entrenamiento no parecen afectar a la actividad,

el déficit parcial de autofagia podria influir sobre el tiempo de exploracion.

3.2.El ejercicio de fuerza mejora la memoria a corto plazo, y el déficit parcial

de autofagia impide este efecto

Como se vio inicialmente, a los 2 meses de edad los ratones Wt y azg4b” no
mostraron diferencias significativas en la memoria, tanto a corto plazo como a largo plazo
(Figura 20). Posteriormente, al comparar el indice de reconocimiento antes y después de la
intervencidon de 2 semanas, no se encontraron diferencias en ninguno de los grupos de
entrenamiento. Sin embargo, a los 3,5 meses de edad, los Wt-2F presentaron un indice de
reconocimiento mayor que los Wt-2C (77,42 + 8,04 % vs. 50,61 £+ 6,03 %; p = 0,037), no

observandose diferencias entre los grupos de entrenamiento en los atg4b” (Figura 27).

Al analizar la memoria a largo plazo no se observd ninguna diferencia significativa

entre los genotipos y grupos de entrenamiento (Figura 28).

Por lo que parece que, aunque 2 semanas de entrenamiento no afectan a la

memoria, el entrenamiento de fuerza podria mejorarla a corto plazo.
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grupos de entrenamiento. Los datos se representan como media = SEM; n= 8 para cada grupo de
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4. Adaptaciones neuronales al entrenamiento

4.1. Analisis de la neurogénesis

Una de las principales regiones cerebrales en la que se ha detectado la presencia de
neurogénesis adulta es el DG del hipocampo (Aimone et al., 2014), y el ejercicio de
resistencia es un factor extrinseco muy importante en su induccion (van Praag et al., 1999).
Para estudiar el proceso neurogénico en esta region del cerebro, se analizo el nimero de
células con potencial proliferativo, mediante el marcador nuclear Ki-67, y los precursores
neuronales, utilizando el marcador citoplasmatico DCX. Se realizaron
inmunohistoquimicas para ambos marcadores en muestras de cerebro de los ratones Wt y

atg4b” entrenados durante 2 y 14 semanas.

4.1.1. El potencial proliferativo de los progenitores neuronales disminuye

drasticamente antes de los 6 meses de edad

Los ratones pertenecientes a la intervencion de 2 semanas comenzaron el estudio
con 2 meses de edad y lo finalizaron cuando tenian 3,5 meses. En ese momento, los
animales de ambos genotipos no presentaron diferencias significativas entre los grupos de

entrenamiento en el nimero de células positivas para Ki-67 (Figura 29).

En el caso de los ratones que entrenaron durante 14 semanas también comenzaron
el estudio con 2 meses de edad, pero finalizaron la intervencion cuando tenian 6 meses. Al
igual que observamos en los animales pertenecientes al entrenamiento de 2 semanas, no se
encontraron diferencias significativas en el nimero de células Ki-67" entre los grupos de

entrenamiento de ambos genotipos (Figura 30).
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Figura 29. Células positivas para Ki-67 de los ratones Wt y KO entrenados durante 2 semanas.
A) Imagenes representativas del marcaje con Ki-67 (flechas). B) Cuantificacion de células positivas

para Ki-67. Los datos se representan como media + SEM; n= 4 para cada grupo.
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Figura 30. Células positivas para Ki-67 de los ratones Wt y KO entrenados durante 14
semanas. A) Imagenes representativas del marcaje con Ki-67 (flechas). B) Cuantificacion de

células positivas para Ki-67. Los datos se representan como media + SEM; n= 4 para cada grupo.
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Debido a que no se encontraron diferencias en el nimero de células Ki-67" entre los
grupos de entrenamiento de cada genotipo, se decidid comparar los animales controles
frente a todos los que entrenaron (fuerza y resistencia) en cada uno de los genotipos. Asi
mismo, también se compararon todos los ratones de cada genotipo, independientemente de
si entrenaron o no. Estas comparaciones se llevaron a cabo entre los ratones que tenian 3,5

meses de edad en el sacrificio, frente a los que tenian 6 meses.

Al analizar las células Ki-67" en los animales controles y en los que entrenaron se
observa que los Wt entrenados de 3,5 meses de edad presentaron mayor nimero de células
positivas que los de 6 meses (87,65 = 15,29 células/mm? vs. 2,75 + 2,75 células/mm?; p =
0,000). En el caso de los atg4b™, los KO control de 3,5 meses de edad mostraron mayor
niimero de células positivas que los de 6 meses (105,64 + 35,08 células/mm? vs. 0,00 +
0,00 células/mm?; p = 0,024), al igual que los KO que entrenaron (94,57 + 20,96
células/mm? vs. 3,28 + 2,16 células/mm?; p = 0,001) (Figura 31, A). Asi mismo, al
comparar todos los animales Wt frente a todos los KO, de ambas edades, se obtuvieron
resultados similares; los Wt de 3,5 meses presentaron mas células Ki-67" que los de 6
meses (78,42 £ 13,16 células/mm? vs. 5,64 + 4,07 células/mm?; p = 0,000), y lo mismo se
observo en el genotipo KO (98,26 + 17,34 células/mm? vs. 2,19 + 1,48 células/mm?; p =
0,000) (Figura 31, B). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas dentro de
cada una de las edades, tanto entre los controles y los entrenados como entre los dos

genotipos.

Por lo tanto, aunque la edad es un factor importante que disminuye el potencial
proliferativo de las células del DG del hipocampo, ni el ejercicio ni el déficit de autofagia

influyen en dicho potencial.
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Figura 31. Células positivas para Ki-67. A) Cuantificaciéon de células positivas para Ki-67 en los ratones
Wt y KO entrenados y no entrenados. B) Cuantificacion de células positivas para Ki-67 en los ratones Wt y
KO. Los datos se representan como media = SEM; n = 3-4 para los controles y n = 8 para los entrenados en

A) y n=11-12 para cada grupo en B).
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4.1.2. La autofagia es necesaria para que el ejercicio induzca la neurogénesis

En el proceso neurogénico los progenitores neuronales expresan diferentes
proteinas, dependiendo del estadio de maduracion en el que se encuentran. Tras las
primeras etapas de proliferacion, dichos progenitores (células tipo-2, -3 y -4) comienzan a

diferenciarse y a expresar el marcador DCX (Kempermann et al., 2004; von Bohlen Und

Halbach, 2011).

Después de la intervencion de 2 semanas, los ratones Wt-2F presentaron mayor
ntimero de células DCX" que los Wt-2C (412,02 + 88,95 células/mm? vs. 139,82 + 52,81
células/mm?; p = 0,048), al igual que los Wt-2R (393,71 + 29,30 células/mm? vs. 139,82 +
52,81 células/mm?), alcanzando casi la significacion (p = 0,064). Sin embargo, los
animales atg4b”" no mostraron diferencias entre los diferentes grupos de entrenamiento
(Figura 32, B). A su vez, aunque no se realizo una cuantificacion especifica del nimero de
neuritas, se detectd que los animales Wt-2F y Wt-2R presentaban células con mayor
nimero de ramificaciones en comparacion con los controles del mismo genotipo, o con

cualquiera de los grupos de los ratones atg4b” (Figura 32, A).

Al comparar los dos genotipos, se observa que los Wt-2C y los KO-2C tenian el
mismo nimero de células DCX", mientras que tanto los Wt-2F presentaron mayor niimero
de células positivas para DCX con respecto a los KO-2F (412,02 + 88,95 células/mm? vs.
175,43 + 37,40 células/mm?; p = 0,050), asi como los Wt-2R frente a los KO-2R (393,71 +
29,30 células/mm? vs. 141,47 + 103,63 células/mm?; p = 0,043) (Figuras 32, A y B).

A la vista de estos datos, los entrenamientos de fuerza y de resistencia, durante 2
semanas, favorecen la maduracion de los precursores neurales en el DG del hipocampo, y

la autofagia es necesaria para que ambos entrenamientos ejerzan este efecto.
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Figura 32. Células positivas para DCX de los ratones Wt y KO entrenados durante 2
semanas. A) Imagenes representativas del marcaje con DCX (flechas). B) Cuantificacion de

células positivas para DCX. Los datos se representan como media = SEM; n = 3-4 para cada

grupo.
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En la intervencion de 14 semanas, los ratones Wt-14F presentaron el mayor numero
de células DCX* al compararlos con los Wt-14C (62,63 = 7,31 células/mm? vs. 11,83 +
4,83 células/mm?; p = 0,000) y los Wt-14R (62,63 + 7,31 células/mm? vs. 36,64 + 2,74
células/mm?; p = 0,018). No obstante, el entrenamiento de resistencia también produjo que
los Wt-14R mostraran mas células positivas para DCX que los Wt-14C (36,64 + 2,74
células/mm? vs. 11,83 £ 4,83 células/mm?; p = 0,022) (Figura 33, A), aunque, a diferencia
de lo observado en la intervencion de 2 semanas, los progenitores neuronales no mostraron
un nimero de neuritas destacable en los animales entrenados (Figura 33, B). Cabe destacar

que, al analizar el genotipo atg4b™", ninguno de los ratones present6 células DCX".

Analizando estos datos en conjunto, tanto el entrenamiento de fuerza como el de
resistencia durante 14 semanas favorecen la neurogénesis en el DG del hipocampo, siendo
mas eficaz el primero de ellos. En cambio, el déficit parcial de autofagia influye
negativamente sobre el proceso neurogénico, afectando a la diferenciacion y maduracion

de los progenitores neuronales.
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Figura 33. Células positivas para DCX de los ratones Wt y KO entrenados durante 14

semanas. A) Imagenes representativas del marcaje con DCX (flechas). B) Cuantificacion de

células positivas para DCX. Los datos se representan como media + SEM; n = 4 para cada

grupo.
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4.2. Niveles de CSPa y a-sinucleina

La autofagia es un proceso importante en la funcidon sindptica, ya que elimina
proteinas defectuosas que podrian acumularse y causar dafios en la region presinaptica de
las neuronas (Vijayan y Verstreken, 2017). Para que se lleve a cabo la sinapsis es necesaria
la presencia de diversas proteinas, entre las que se encuentran las chaperonas CSPa y a-
sinucleina, implicadas en la proteccion de los terminales nerviosos (Chandra et al., 2005;
Burré et al.,, 2010; Sharma et al., 2010; Siidhof y Rizo, 2011). Como vimos que la
neurogénesis de los ratones atg4b” se encontraba comprometida, decidimos analizar los
niveles de las chaperonas CSPa y a-sinucleina para determinar si la autofagia también
influye sobre los niveles de estas proteinas, asi como estudiar el efecto del ejercicio de
fuerza y resistencia sobre ellas. Para ello se examinaron, mediante WB, los niveles de
CSPa y a-sinucleina en el hipocampo y en tres regiones encefalicas implicadas en el
movimiento (corteza, estriado y cerebelo), de los ratones Wt y atg4b”~ entrenados durante 2

y 14 semanas.

4.2.1. El ejercicio durante 14 semanas disminuye los niveles de CSPa en el hipocampo

de los ratones atg4b™

Los ratones de ambos genotipos, que habian realizado la intervencion de 2 semanas,
no presentaron cambios significativos en los niveles de CSPa y a-sinucleina en el
hipocampo (Figura 34). Asi mismo, tras la intervencion de 14 semanas, los Wt mostraron
resultados similares, mientras que los KO-14F y KO-14R presentaron menores valores de
CSPa que los KO-14C (68 % mas bajos, p = 0,004; 62 % menores, p = 0,010). En el caso

de a-sinucleina, no se vieron diferencias significativas.

Por consiguiente, el ejercicio no influye sobre los niveles de CSPa y a-sinucleina
en el hipocampo de los ratones Wt. Sin embargo, en los animales con déficit parcial de
autofagia, produce una disminucion de los niveles de CSPa tras 14 semanas de

entrenamiento, independientemente del tipo de ejercicio.
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Figura 34. Niveles de CSPa y a-sinucleina en el hipocampo de ratones Wt y KO entrenados durante 2 y
14 semanas. Los datos se representan como media £ SEM; n = 7-8 en cada grupo para CSPa y n = 6-7 en
cada grupo para a-sinucleina en la intervencion de 2 semanas; n = 3-4 en cada grupo para CSPa y n =2-4 en

cada grupo para o-sinucleina.
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4.2.2. El ejercicio induce cambios diferentes en los niveles de CSPa en el estriado y el

cerebelo de los ratones con déficit parcial de autofagia

Tras estudiar los niveles de CSPa y a-sinucleina en el hipocampo, quisimos
analizar los niveles de ambas chaperonas en tres regiones encefalicas relacionadas con el
movimiento. En la corteza cerebral de los ratones Wt y atg4b”, pertenecientes a las
intervenciones de 2 y 14 semanas, no se observaron diferencias significativas entre los

animales entrenados y los controles (Figura 35).

Los niveles de CSPa y a-sinucleina en el estriado de los ratones Wt y atg4b” de la
intervencion de 2 semanas también fueron iguales entre los grupos de entrenamiento y los
controles (Figura 36), y lo mismo se observo en los Wt pertenecientes a la intervencion de
14 semanas. En cambio, en el genotipo atg4b™, los niveles de CSPa fueron mayores en los
KO-14R en comparacion con los KO-14C (128 % mas; p = 0,010) y los KO-14F (144 %
mas; p = 0,002). Sin embargo, en estos animales los niveles de a-sinucleina no mostraron

diferencias significativas entre los grupos de entrenamiento.

Con respecto al cerebelo, los niveles de CSPa y a-sinucleina en los ratones Wt
entrenados durante 2 semanas no mostraron diferencias significativas (Figura 37). Sin
embargo, en el genotipo atg4b™, los valores de CSPa. fueron menores en los KO-2F y KO-
2R con respecto a los KO-2C (63 % mas bajos, p = 0,042; 58 % menores, p = 0,078,

respectivamente); aunque en el caso de los KO-2R no llegaron a alcanzar la significacion.

Cabe destacar que, tras la intervencion de 14 semanas, los Wt-14R presentaron los
niveles de CSPa un 77 % mayores que los Wt-14C (p = 0,035), mientras que no se
observaron diferencias entre los Wt-14F y los Wt-14C. Por otro lado, en el caso de los
atg4b”, los resultados fueron similares a los observados en la intervenciéon de corta
duracion, los KO-14F y KO-14R mostraron valores de CSPa menores que los KO-14C (61
% mas bajos, p = 0,004; 53 % menores, p = 0,018, respectivamente). En esta region

encefélica tampoco se detectaron cambios en los niveles de a-sinucleina.

Por lo tanto, ante el déficit de autofagia, solo los animales entrenados en resistencia

durante 14 semanas presentan mayores niveles de CSPa en el estriado, mientras que en el
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cerebelo el ejercicio los disminuye, independientemente del tipo y de la duracion del

entrenamiento.
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Figura 35. Niveles de CSPa y a-sinucleina en la corteza cerebral de ratones Wt y KO entrenados
durante 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media £ SEM; n = 8 para todos los grupos en la

intervencion de 2 semanas y n = 4 en cada grupo en la intervencion de 14 semanas.
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Figura 36. Niveles de CSPa y a-sinucleina en el estriado de ratones Wt y KO entrenados durante 2 y
14 semanas. Los datos se representan como media £ SEM; n = 8 para todos los grupos en la intervencion de

2 semanas; n= 4 en cada grupo en la intervencion de 14 semanas.
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Figura 37. Niveles de CSPa y o-sinucleina en el cerebelo de ratones Wt y KO entrenados durante 2 y

14 semanas. Los datos se representan como media £ SEM; n = 4 en cada grupo de la intervencion de 2
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5. Analisis de los niveles de proteinas involucradas en autofagia

Estudios previos han demostrado que el ejercicio de resistencia induce la
autofagia en el encéfalo (He et al., 2012b; Bayod, et al., 2014). Sin embargo, no se
conoce el efecto del ejercicio de fuerza, por lo que decidimos estudiar el nivel de
algunas proteinas autofagicas en el hipocampo y en las tres regiones encefélicas
involucradas en el movimiento de los ratones Wt y atg4b” que realizaron las

intervenciones de 2 y 14 semanas.

5.1. Niveles de las proteinas autofagicas LC3-1, LC3-11, p62 y ubiquitina

Se realizaron andlisis de los niveles de las proteinas LC3-I, LC3-II y p62
involucradas en la via autofagica, mediante WB. A su vez, también se analizaron los
niveles de ubiquitina en la corteza cerebral, el estriado y el cerebelo para evaluar si

existia un correcto procesamiento proteico.

5.1.1. El ejercicio no influye sobre los niveles de LC3 en el hipocampo

Al comparar los niveles de LC3 en el hipocampo de los ratones Wt y atg4b”
entrenados durante 2 semanas, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos de entrenamiento y los controles (Figura 38). Sin embargo, en el caso de p62,
tanto los KO-2F como los KO-2R mostraron menores niveles que los KO-2C (43 %
mas bajos, p = 0,010; 70 % menos, p = 0,000, respectivamente). Por otro lado, tras la
intervencion de 14 semanas, no se observaron diferencias entre los grupos de

entrenamiento en ninguno de los dos genotipos.

Por lo tanto, el ejercicio no modifica las proteinas autofagicas en el hipocampo
de los Wt, en ninguna de las intervenciones realizadas, mientras que en el caso de los

atg4b”" entrenados durante 2 semanas solo afecta a los niveles de p62 (Figura 38).
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Figura 38. Niveles de LC3-II, LC3-II/LC3-1 y p62 en el hipocampo de ratones Wt y KO
pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media = SEM; n

= 8§ en cada grupo en la intervencion de 2 semanas y n =4 en la intervencion de 14 semanas.
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5.1.2. El entrenamiento de resistencia, pero no el de fuerza, modifica los niveles de
LC3-II/LC3-I en la corteza cerebral de los ratones con déficit parcial de

autofagia

Después de estudiar los niveles de estas proteinas autofagicas en el hipocampo,

se analizaron también en las regiones cerebrales relacionadas con el movimiento.

En la corteza cerebral de los Wt, tras la intervencion de 2 semanas, no se
observaron diferencias en los niveles de LC3. Mientras que, con respecto a p62, los
ratones Wt-2R presentaron menores valores que los Wt-2C y los Wt-2F (39 % mas
bajos, p = 0,004; 37 % menores, p = 0,010, respectivamente) (Figura 39). Asi mismo,
no se detectaron diferencias en los niveles de ubiquitina entre los grupos de
entrenamiento. Por otro lado, en el genotipo atg4b”, los KO-2R mostraron niveles de
LC3-II/LC3-I un 82 % mayores que los de los KO-2C (p = 0,033), mientras que p62 y
ubiquitina no presentaron diferencias en los grupos de entrenamiento con respecto al

grupo control.

Al analizar el efecto del ejercicio sobre la autofagia en los animales
pertenecientes a la intervencion de 14 semanas, solo se detectaron cambios en los
niveles de LC3 de los ratones Wt. Los Wt-14R presentaron mayores niveles de LC3-II
que los Wt-14C (un 74 % mas altos; p = 0,037) y, al considerar el cociente LC3-II/LC3-
I, tanto los Wt-14R como los Wt-14F mostraron niveles mas altos con respecto a los

Wt-14C (35 % mayores, p = 0,024; 30 % mas; p = 0,040, respectivamente).

En el estriado, la intervencion de 2 semanas no produjo cambios en los niveles
de las proteinas autofigicas estudiadas entre los diferentes grupos de entrenamiento

(Figura 40).

Por el contrario, aunque la intervencion de 14 semanas tampoco afectd a los
niveles de LC3 y de ubiquitina, si que produjo cambios en los de p62. En concreto, los
Wt-14F y los Wt-14R presentaron unos niveles mayores de p62 que los Wt-14C (83 %
mas altos, p = 0,022; 138 % mayores, p = 0,003, respectivamente).

Por otro lado, en el cerebelo, los ratones entrenados durante 2 semanas tampoco

mostraron diferencias en los niveles de LC3 en comparacién con los controles. Sin
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embargo, los niveles de p62 fueron un 58 % mayores en los Wt-2R con respecto a los
Wt-2C, casi alcanzando la significacién (p = 0,058), y los Wt-2F presentaron unos
niveles de ubiquitina un 17 % mayores que los Wt-2C (p = 0,042) (Figura 41). En el
genotipo atg4b™ el ejercicio no influy6 sobre los niveles de ninguna de estas proteinas
autofagicas, ni tampoco se observaron diferencias significativas tras la intervencion de

14 semanas en ninguno de los dos genotipos.

Tomando estos datos en conjunto, ambas intervenciones de ejercicio afectan a
los niveles de LC3 en la corteza cerebral. Por el contrario, la respuesta es diferente en
los dos genotipos estudiados ya que, mientras en los animales Wt se produce tras el
entrenamiento de larga duracion, independientemente del tipo de ejercicio, en los
ratones atg4b” la respuesta se produce solo en la intervencion a corto plazo, y solo tras

el entrenamiento de resistencia.

Una vez analizados los niveles de autofagia, y debido a que, tras las
intervenciones, solo se habian detectado cambios en los niveles de LC3 en la corteza
cerebral, se quiso estudiar las posibles correlaciones entre los niveles de LC3-II/LC3-I
en la corteza cerebral y el resto de las regiones encefalicas, para comprobar posibles
similitudes entre ellas. No se observo correlacion entre el hipocampo y la corteza
cerebral en ninguno de los casos (Figura 42). Sin embargo, los ratones Wt-2R mostraron
una relacion positiva en el cociente LC3-II/LC3-I entre el estriado y el cerebelo con

respecto a la corteza cerebral (Figuras 43 y 44).

A la vista de estos resultados, los ratones Wt entrenados durante 2 semanas, que
tienen incrementados los niveles de LC3-II/LC3-I en corteza cerebral, también los
tienen en estriado y cerebelo. Sin embargo, tras la intervencion de 14 semanas, no se

encontro esta relacion.
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Figura 39. Niveles de LC3-II, LC3-II/LC3-I, p62 y ubiquitina (Ub) en la corteza cerebral de ratones

Wt y KO pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media

+ SEM; n = 8 en cada grupo en la intervencion de 2 semanas y n = 4 en la intervencion de 14 semanas.
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Figura 40. Niveles de LC3-II, LC3-II/LC3-1, p62 y ubiquitina (Ub) en el estriado de ratones Wt y
KO pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media £

SEM; n = 8 en cada grupo en la intervencion de 2 semanas y n =4 en la intervencion de 14 semanas.

119



Resultados

Cerebelo
2 semanas
Wt KO
Control Fuerza Resistencia Control Fuerza Resistencia
: T I B D L 0] Y
TN < B8 ) Ubmf[s = &8 ﬂ'.. !H‘r
! ? 4§ EEw e e
AR e <Y W (R ———————
Mo D et T —— LC3~] - | —— -
LCS-I LC3-1Iw
LC3-I -
LCS-11 | ———— " — —— — L%f—lll' e e ————— . .
B-acting | ————————————— Barting p | — m——— e e e e e e e e
. 300 ,‘ﬂ‘ v 300
=i . m 5
c £ 250 . £ £ 250
- - =
gg 200 :‘ o= sz EB 200
Ut‘.150.. SE50{ | e
W B 100 & 100
o .' oo -
: E g ﬁ r : E g ﬁ
2 ] E o
EE 0 z& 0
LC3-1I LC3-11/LC3-1 LC3-11 LC3-I1/LC3-1
14 semanas
Wt KO
Control Fuerza Resistencia Contral Fuerza Resistencia
Ub e ! Ube
¥ 'm
P2 e o = DEZ | o o e i s — i ————
|t B D e b | p— LT | e e s . . s s o . i
LC3-1Im LC3-11w
LC3-1Iw . - LC3-11w| =5 : - —
Bracting Ir| e o o —— e e B-actinam —qf-——-————"
g = 300 g = 300 5
£ 5 280 g £ 260
S 8 200 © S 200
f= o
e 2 150y v £ 150
2 % 1} £ o
ERL 2. ".e E m
ZE g =& 4
LC3-11 LC3-I/LC3-1 LC3-11 LC3-11/LC3-1
[0 wt control Wt Fuerza [ wt Resistencia
[l KO Control [] KO Fuerza [ KO Resistencia

Figura 41. Niveles de LC3-II, LC3-II/LC3-1, p62 y ubiquitina (Ub) en el cerebelo de ratones Wt y
KO pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media =+

SEM; n = 8 en cada grupo en la intervencion de 2 semanas y n =4 en la intervencion de 14 semanas.
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Figura 42. Correlacion de los niveles de LC3-II/LC3-I entre la corteza y el hipocampo de ratones

Wt y KO pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media;

n = 8 en cada grupo en la intervencion de 2 semanas y n = 3-4 en la intervencion de 14 semanas.
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Figura 43. Correlacion de los niveles de LC3-II/LC3-I entre la corteza y el estriado de ratones Wty

KO pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media; n = 8

en cada grupo en la intervencion de 2 semanas y n = 4 en la intervencion de 14 semanas.
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Figura 44. Correlacion de los niveles de LC3-1I/L.C3-I entre la corteza y el cerebelo de ratones Wty

KO pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media; n = 8

en cada grupo en la intervencion de 2 semanas y n =4 en la intervencion de 14 semanas.
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5.1.3. El déficit de Atg4b produce acumulacion de la isoforma pro-LC3 en todas las
regiones encefalicas estudiadas, y el ejercicio no es capaz de favorecer su

procesamiento

Después de estudiar el nivel de LC3-1 y LC3-II, nos pareci6 necesario analizar la
isoforma pro-LC3 para determinar como afecta el déficit de Atg4b en el procesamiento
de LC3 en diferentes regiones del encéfalo de estos ratones y si el ejercicio influye en
dicho procesamiento. Para ello, se realizo una electroforesis con urea y tiourea de las
muestras de las diferentes regiones del encéfalo, con el fin de separar las bandas pro-

LC3 y LC3-I (Klionsky et al., 2016).

Al analizar las imagenes de los WB, se observo la isoforma pro-LC3 en todas las
regiones encefalicas de todos los animales atg4b”", mientras que en ninguno de los Wt
aparecio la banda (Figura 45). Por lo que el déficit de la autofagina Atg4b produce la
acumulacion de pro-LC3 en todas las regiones encefélicas estudiadas, y el ejercicio no

es capaz de favorecer su procesamiento.
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Figura 45. Western blot representativos de pro-LC3, LC3-I, LC3-II y B-actina en el hipocampo, la

corteza cerebral, el estriado y el cerebelo de los ratones Wt y KO controles (C), entrenados en

fuerza (F) y entrenados en resistencia (R), durante 2 y 14 semanas.
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5.2. El ejercicio de resistencia incrementa los niveles de AMPK en los

ratones con déficit parcial de autofagia

Después de determinar que el ejercicio actiia de forma distinta en las diferentes
areas encefalicas estudiadas, analizamos los niveles de la proteina AMPK, ya que es una
de las principales inductoras de la via autofidgica y también estd asociada con el
ejercicio de resistencia. Para ello, se realizaron WB de la corteza cerebral, del estriado y
del cerebelo de los ratones Wt y atg4b”~ pertenecientes a las intervenciones de 2 y 14
semanas. Para que AMPK esté activa debe estar fosforilada, por lo que, tras la

densitometria, se calculd el cociente entre fosfo-AMPK y AMPK total.

Al comparar los niveles de AMPK en la corteza cerebral de los ratones Wt que
entrenaron durante 2 semanas no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos. Por el contrario, en el genotipo atg4b” los animales entrenados tenian mayores
niveles de esta proteina que los controles: los KO-2F presentaron un 58 % mas que los
KO-2C (p = 0,018) y los KO-2R un 84 % mayores (p = 0,004) (Figura 46). Sin
embargo, después de la intervencion de 14 semanas, ni los ratones Wt ni los atg4b™
presentaron diferencias significativas en los niveles de AMPK entre los grupos de

entrenamiento.

Por otro lado, en el estriado, el ejercicio durante 2 semanas no varié los niveles
de AMPK de los ratones de ambos genotipos (Figura 47). Sin embargo, tras realizar el
entrenamiento de resistencia durante 14 semanas, los KO-14R mostraron unos niveles
un 115 % mayores de AMPK con respecto a los KO-14C (p = 0,002) y un 13 %
mayores que los KO-14F (p = 0,0006).

Por tltimo, en el cerebelo, el ejercicio de resistencia indujo resultados diferentes
en ambos genotipos (Figura 48). Tras la intervencion de 2 semanas, los ratones Wt no
presentaron diferencias significativas, mientras que los KO-2R mostraron los valores de
AMPK un 15 % menores con respecto a los KO-2C (p = 0,033). Después de la
intervencion de 14 semanas, los animales de ambos genotipos, que habian entrenado
resistencia, presentaron mayores niveles de esta quinasa. En concreto, en el genotipo
Wt, los niveles en los Wt-14R fueron mayores que los Wt-14C y que los Wt-14F (un 47

% mas altos, p = 0,007; un 58 % mayores, p = 0,001, respectivamente). Por otro lado,

126



Resultados

en el genotipo atg4b™”, los KO-14R presentaron mas elevados los niveles de AMPK que
los KO-14C y que los KO-14F (85 % mas altos, p = 0,004; 68 % mayores, p = 0,035,

respectivamente).

Analizando estos datos en conjunto, se observa que las intervenciones de
ejercicio aplicadas inducen principalmente cambios en los niveles de AMPK de los

ratones atg4b™.

Una vez finalizado el andlisis de AMPK, quisimos estudiar otra quinasa
reguladora de la autofagia, p70 S6K. Esta proteina, a diferencia de AMPK, no es
inductora de la via autofagica, sino que inhibe esta ruta de degradacion. Sin embargo,
no se logré obtener marcaje de la proteina activa (fosfo-p70), por lo que no se pudo
completar el andlisis. Los datos obtenidos de p70 S6K se muestran en anexos (Anexo 2;

Figuras suplementarias 1, 2 y 3).
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Figura 47. Niveles de fosfo-AMPK/AMPK total en el estriado de ratones Wt y KO pertenecientes a
las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media + SEM; n = 8 en cada

grupo en la intervencion de 2 semanas y n =4 en la intervencion de 14 semanas.
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Figura 48. Niveles de fosfo-AMPK/AMPK total en el cerebelo de ratones Wt y KO pertenecientes a
las intervenciones de 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media £ SEM; n = 8 en cada

grupo en la intervencion de 2 semanas y n = 2-4 en la intervencion de 14 semanas.
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Evolutivamente, el movimiento es una estrategia imprescindible para la
supervivencia. La pérdida de actividad de la sociedad desarrollada actual esta en la base
de la fisiopatologia de muchas enfermedades crénicas (Hawley et al., 2014; Neufer et
al., 2015). El ejercicio fisico puede ser entendido como una herramienta que, utilizada
de forma correcta, ayuda a la mejora de la calidad de vida y a la prevencion de diversas
patologias (Neufer et al., 2015; Grazioli et al., 2017). Por lo tanto, conocer los

mecanismos del ejercicio para la salud resulta prioritario.

El tipo de entrenamiento, asi como su duracion e intensidad, activan diferentes
rutas moleculares, tanto en tejidos que participan en el desarrollo directo del propio
ejercicio, por ejemplo, el musculo esquelético, como en tejidos que inicialmente se
pueden considerar pasivos, entre los que se encuentra el encéfalo (Pedersen y Febbraio,
2012). La mayoria de los estudios que han evaluado el efecto del ejercicio en el
encéfalo han utilizado principalmente roedores, debido a que permiten realizar
abordajes que resultarian imposibles en humanos. Asi mismo, estos trabajos se centran
fundamentalmente en el ejercicio de resistencia (van Praag et al., 1999; Lin et al., 2012;
Nie y Yang, 2017), siendo escasos aquellos que evaltian el efecto del ejercicio de fuerza
sobre el encéfalo, y alin menos sus consecuencias sobre la neurogénesis (Novaes Gomes
et al.,, 2014; Nokia et al, 2016); probablemente porque realizar este tipo de

entrenamiento en roedores es mas complejo.

Por ello, en este trabajo hemos utilizado protocolos de entrenamiento de fuerza y
de resistencia, disefiados de forma que su intensidad fuese progresiva y con una
alternancia de cargas que evite la fatiga, para evaluar los efectos de ambos tipos de

ejercicio sobre el encéfalo.

Por otro lado, la autofagia es una ruta importante en el mantenimiento de la
homeostasis celular que se ve afectada por los procesos de envejecimiento (Lopez-Otin
et al., 2016). Debido a que el ejercicio de resistencia es capaz de inducirla, tanto en el
musculo esquelético como en el encéfalo (He et al., 2012b; Bayod, et al., 2014; Martin-
Rincon et al., 2018), quisimos precisar su implicacion en las adaptaciones al ejercicio de

fuerza.
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1. Comportamiento en dos modelos de raton con déficit de autofagia

El numero de trabajos existentes que analizan el efecto del déficit de autofagia
en el comportamiento es muy limitado (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006; Marifio
et al., 2010; Glatigny et al., 2019). De hecho, hasta este afio, solo se habia analizado la
conducta motriz, que depende de los nucleos de la base y del cerebelo, describiéndose
que los ratones con déficit de autofagia presentaban problemas motores al realizar las
pruebas de rotarod y footprinting. Ademas, los animales también mostraban clasping,
que consiste en la flexion de las extremidades anteriores cuando se les cuelga por la
cola; un comportamiento que estd asociado a alteraciones del sistema nervioso (Hara et
al., 2006; Komatsu et al., 2006; Marifio et al., 2010). Sin embargo, la region del
hipocampo esta relacionada con el comportamiento, siendo una de las areas encefalicas
mas vulnerables al déficit de autofagia (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006). Su
region ventral estd implicada en las emociones y el estrés, mientras que su region dorsal
se asocia a la memoria y la cognicion (Fanselow y Dong, 2010). Por ello, utilizamos el
test de campo abierto y el de reconocimiento de objetos para evaluar tanto las conductas
asociadas al estado de ansiedad como la memoria a corto y largo plazo. Asi mismo,
durante la redaccion de esta Tesis, Glatigny y colaboradores (2019) publicaron un
amplio estudio en el que habian realizado diferentes pruebas de comportamiento a

ratones a los que se les indujo la inhibicion de distintos genes autofagicos.

En nuestro trabajo, los ratones atg4d’~ mostraron mayor actividad que sus
respectivos Wt en el test de campo abierto, demostrando que el déficit parcial de
autofagia afecta al tiempo de exploracion. Este dato no se ha descrito previamente, ya
que solo Glatigny y colaboradores (2019) analizaron el papel de la autofagia en el
estado de ansiedad, pero no encontraron diferencias entre los ratones con bajos niveles
de autofagia y sus controles. Hay que tener en cuenta que utilizaron un modelo murino
al que, tres semanas antes de realizarle el test de comportamiento, se le inhibio la
expresion del gen Beclin I exclusivamente en el hipocampo, mientras que nuestros
ratones presentaban déficit de A¢g4d a nivel sistémico desde su nacimiento. Asi mismo,
Glatigny y colaboradores (2019) trabajaron con animales de 3 meses de edad, que eran

mas jovenes que los atg4d’” de nuestro estudio (15 meses), por lo que cabe la
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posibilidad de que, a mayor edad y con una inhibicién de la autofagia sostenida en el

tiempo, pudieran presentar un fenotipo similar al descrito en esta Tesis.

Con respecto a la memoria, los ratones atg4d”~ presentaron un mayor indice de
reconocimiento a corto plazo que los Wt, mientras que el déficit de Atg4d no afectd a la
memoria a largo plazo. Nuestros resultados son contrarios a los de Glatigny y
colaboradores (2019) que describieron que tanto ratones de 3 meses de edad como de 16
meses, que presentaban disminuidos los niveles de autofagia, tenian afectada la
memoria de reconocimiento a largo plazo. Es posible que la diferencia entre ambos
estudios se deba al gen modificado, ya que, en nuestro caso, la autofagina Atg4 presenta
cuatro paralogos distintos, que podrian compensarse entre si ante el déficit de alguno de
ellos, mientras que no ocurriria lo mismo en el caso de Beclin 1, ya que este gen no los

tiene.

Por otro lado, el déficit del gen Atg4b no afectd al tiempo deambulatorio, al
igual que lo descrito por Glatigny y colaboradores (2019) con respecto a Beclin 1, y
contrario a lo observado en el modelo atg4d”. Esto podria deberse a tres factores: en
primer lugar, el fondo genético de los ratones atg4b” es distinto al de los atg4d”,
pudiendo influir de forma diferente en el comportamiento de los animales. En segundo
lugar, otro factor que podria interferir entre ambos modelos es la diferencia entre
pardlogos. Aunque tanto Atgdb como Atgdd intervienen en la formacion del
autofagosoma, su implicacion en esta via de degradacion se produce en diferentes
niveles del procesamiento de LC3 (Kauffman et al., 2018; Agrotis et al., 2019). Por
Gltimo, hay que tener en cuenta que los ratones afg4b” realizaron los test de
comportamiento cuando tenian 2 meses de edad, por lo que, a diferencia de los atg4d”",
es posible que ain no se hubiese visto afectado el tiempo de exploracion, pero

fenotipicamente se pueda detectar a edades mas avanzadas.

Sin embargo, en el test de reconocimiento de objetos, al igual que observamos
en los atg4d’", el déficit de Atgdb se asoci6 a un mayor indice de reconocimiento en la
memoria a corto plazo, sin afectar a la memoria a largo plazo. Por lo tanto, como se
acaba de comentar, es posible que los paralogos de A¢g4 se pudiesen compensar, y por
ello, salvando las diferencias en cuanto al modelo animal, nuestros datos son diferentes

a los descritos por Glatigny y colaboradores (2019). No obstante, es posible que
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nuestros dos modelos animales puedan tener la memoria afectada pasados los 15 meses
de edad, ya que se ha descrito que ratones Wt envejecidos de 26 meses presentaban
acumulacion de autofagosomas en el hipocampo, asi como la memoria a corto plazo

reducida (Soontornniyomkij et al., 2012).

2. Capacidad fisica en un modelo deficiente en autofagia tras el

entrenamiento de fuerza y de resistencia

Aunque se ha demostrado que el entrenamiento de resistencia es capaz de
inducir la autofagia en el encéfalo (He et al., 2012b; Bayod, et al., 2014), el efecto del
ejercicio de fuerza no ha sido estudiado hasta el momento en esta region. Por ello, para
poder evaluar el alcance de ambos tipos de ejercicio en el encéfalo, en primer lugar,
realizamos una adaptacion progresiva y prolongada a las estaciones de entrenamiento,
que permitié que todos los ratones llevaran a cabo las intervenciones. Ademas,
evaluamos la capacidad de fuerza y de resistencia de los ratones tanto antes de las
intervenciones, con el fin de planificar el entrenamiento, como después de las mismas,

pudiendo asi conocer los efectos del entrenamiento.

Durante el test de evaluacion inicial, los animales con déficit parcial de autofagia
tenian afectada la capacidad de fuerza, pero no la de resistencia. Por lo tanto, dicho
déficit parece producir, a los 2 meses de edad, un detrimento de la fuerza més avanzado
en los atg4b” con respecto a los Wt. Existen dos estudios en los que también se ha
demostrado la disminucién de esta cualidad motriz en modelos deficientes en autofagia.
Sin embargo, en estos trabajos utilizaron modelos de raton, de entre 2 y 5 meses de
edad, con déficit de Azg5 y Atg7, exclusivamente en el musculo esquelético (Raben et
al., 2008; Masiero et al., 2009), mientras que nuestro estudio es el primero en describir
que el déficit parcial de autofagia, a nivel sistémico, también reduce la capacidad de

fuerza.

Una vez realizadas las intervenciones de 2 y 14 semanas, se confirm6 que los
entrenamientos fueron eficaces y especificos de las cualidades entrenadas, a excepcion

de la intervencion de fuerza durante 2 semanas, donde observamos que tanto los Wt
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entrenados en fuerza como los controles incrementaron su capacidad de fuerza a lo
largo de la intervencion. Esto indica que el entrenamiento no fue la tnica causa de la
mejora de la fuerza, sino que los animales, que tenian al comienzo del entrenamiento 2
meses de edad, ain se encontraban desarrollandose y aumentando tanto su peso como
su fuerza. Sin embargo, no observamos este mismo resultado en los Wt que entrenaron
resistencia ya que, aunque estos animales también se encontraban en desarrollo, este

tipo de ejercicio pudo contrarrestar la ganancia de fuerza.

Por otro lado, tras la intervencion de larga duracion, los Wt que no entrenaron
disminuyeron la capacidad de fuerza, desde los 2 meses de edad hasta los 5 meses,
cuando llevaron a cabo el test de evaluacion final. Por lo tanto, es probable que el
envejecimiento sea la causa de esta disminucidon. Un resultado similar encontramos en
los animales atg4b”" sedentarios de la misma edad. Debido a que la autofagia disminuye
a lo largo de la vida, es posible que su detrimento afecte a la capacidad de fuerza. No

obstante, al estudiar el efecto del entrenamiento en estos ratones atg4b”

detectamos que
el ejercicio de fuerza fue capaz de frenar el deterioro de dicha cualidad. Si bien estudios
previos han descrito que el entrenamiento de fuerza induce la autofagia en el musculo
esquelético (Luo et al.,, 2013; White et al., 2016), esta es la primera vez que se
demuestra que dicho entrenamiento es capaz de frenar el detrimento de la fuerza que

causa el déficit parcial de autofagia. Este resultado aporta nuevos datos sobre la

importancia del ejercicio de fuerza para la salud.

A diferencia de lo que ocurre con la capacidad de fuerza, el entrenamiento de
resistencia durante 2 semanas mejord la cualidad entrenada de los ratones atg4b™". Sin
embargo, aunque a largo plazo se detectd la misma tendencia, el déficit de autofagia
parece limitar la adaptacion a este tipo de ejercicio. Esto podria sugerir que el déficit de
autofagia no interfiere sobre la capacidad de resistencia en los ratones jovenes, mientras
que dicho déficit a largo plazo, unido a la disminuciéon de la autofagia asociada al

envejecimiento, dificulta la mejora de esta cualidad tras el entrenamiento de resistencia.

Podemos comparar estudios en los que llevaron a cabo entrenamientos agudos
con nuestros resultados de los test de evaluacion iniciales, debido a su similitud.
Mientras que en nuestro caso no detectamos diferencias entre los atg4b” y los Wt, He y

colaboradores (2012a) observaron que ratones con déficit de autofagia (bencl™ de 3
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meses de edad y ratones bcl2444 de 2 meses) corrian menos distancia en el tapiz rodante
que sus respectivos Wt, tras someterlos a una tnica sesion de entrenamiento hasta que
alcanzaban la extenuacion. En otro trabajo en el que entrenaron a ratones de 6 meses de
edad con déficit de A7zg7 en el musculo esquelético, se mostrd un resultado interesante al
entrenar ratones de ambos sexos (Lo Verso et al., 2014). Tras solo 3 dias de ejercicio
intenso en una cinta de correr (acabando los animales extenuados cada uno de los dias),
los ratones hembra atg7”~ corrieron menos distancia que sus respectivos Wt. Sin
embargo, la distancia recorrida fue la misma entre los animales macho de ambos
genotipos, como vimos en nuestro estudio. Por lo tanto, estos trabajos muestran

resultados diferentes entre si y en comparacion con los de nuestra investigacion.

Por otro lado, cuando nos centramos en intervenciones de larga duracion,
también observamos diferencias. Ratones bencl™ de 2,5 meses y ratones col6al” de 4
meses de edad, que entrenaron de forma voluntaria en ruedas de correr, presentaban una
disminucién de la distancia recorrida tras 5 y 12 semanas de ejercicio respectivamente,
en comparacion con sus controles (Grumati et al., 2011; Lira et al., 2013). Por el
contrario, en nuestro trabajo no detectamos diferencias entre los Wt y los atg4b”" tras los

7 entrenados en

entrenamientos de 2 y 14 semanas. Ademas, los ratones atg4b
resistencia no disminuyeron la distancia recorrida a lo largo de las intervenciones. De
hecho, como se comentd anteriormente, después de 2 semanas mejoraron el rendimiento
y tras 14 semanas mostraron la misma tendencia. Nuestro estudio es el primero que
describe un protocolo de entrenamiento de resistencia capaz de mejorar esta cualidad en
ratones con déficit de autofagia. Hay que tener en cuenta que, a diferencia de otros

trabajos, hemos analizado la capacidad fisica tanto al inicio como al final del

entrenamiento, mostrando el efecto real del ejercicio.

Asi mismo, también hay que tener en cuenta que las diferencias encontrados
entre los estudios pueden deberse a los distintos protocolos de entrenamiento aplicados,
ya que un entrenamiento en el que se utiliza un tapiz rodante permite que todos los
animales corran a la misma velocidad y durante el mismo tiempo. Sin embargo,
aquellos que utilizan una rueda de correr, de forma voluntaria, no pueden controlar estos
parametros, por lo que esta diferencia en el entrenamiento podria producir algunas de
las discrepancias que encontramos. A su vez, también habria que tener en cuenta que

cada modelo de raton es KO para un gen diferente implicado en distintas fases del
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proceso autofagico. Ademas, nuestro modelo murino tiene déficit para el gen Azg4b, que

podria ser compensado por los otros tres pardlogos de Atg4 (Atg4a, Atgdcy Atg4d).

3. Efecto del entrenamiento en el comportamiento de ratones atg4b™

El ejercicio es beneficioso a nivel cognitivo (Vaynman et al., 2004; van Praag et
al., 2005; O’Collaghan et al., 2007), al igual que como inductor de la via autofagica (He
et al., 2012b; Bayod, et al., 2014); no existiendo trabajos previos que hayan estudiado el
efecto del entrenamiento en la conducta de modelos murinos con déficit de autofagia.
Asi mismo, esta es la primera vez que se analiza el efecto del ejercicio de fuerza en el
comportamiento y, al igual que habian descrito otros autores en ratones Wt entrenados
solo en resistencia (Sakalem et al., 2016; Morgan et al., 2017), ninguno de los dos tipos
de ejercicio aplicados (fuerza y resistencia) afect6 al tiempo deambulatorio en el test de

campo abierto.

Por el contrario, parece que el déficit parcial de autofagia disminuy¢ la actividad
de los ratones cuando tenian 3,5 meses de edad, al contrario de lo que habiamos
observado a los 2 meses, y contrariamente también al estudio de Glatigny y
colaboradores (2019) en el que tampoco se detectaron diferencias en la actividad entre
ratones de 3 meses de edad con déficit de Beclin I exclusivamente en el hipocampo y
sus respectivos Wt. Es posible que nuestros resultados estén indicando que el déficit
parcial de autofagia no afecta al tiempo de exploracion a edades tempranas, mientras
que a mayor edad puede causar comportamientos relacionados con la ansiedad. No
obstante, estos resultados no son concluyentes, ya que no se han encontrado diferencias
conductuales entre el test previo al entrenamiento y el que se realizo tras el mismo, en

cada uno de los grupos de entrenamiento.

Por otro lado, al estudiar la memoria vimos que los animales Wt entrenados en
fuerza presentaron un mayor indice de reconocimiento a corto plazo con respecto a los
controles, no observandose variacion entre los grupos de entrenamiento en los atg4b™.
Por lo tanto, el déficit parcial de autofagia interferiria sobre este tipo de memoria, no

detectandose el efecto del entrenamiento que observamos en los Wt.
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En cuanto al efecto del ejercicio sobre la memoria, el nimero de trabajos es muy
limitado (Suijo et al., 2013; Loprinzi et al., 2018; Soga et al., 2018; Feter et al., 2019),
siendo casi inexistentes aquellos que analizan la memoria de reconocimiento a corto
plazo. En un estudio reciente, Feter y colaboradores (2019) entrenaron a ratones de 2
meses de edad en una escalera vertical durante 6 semanas. Sin embargo, no observaron
que los animales entrenados presentaran mejor memoria de reconocimiento a corto
plazo que los sedentarios, posiblemente debido a que el protocolo que utilizaron
incrementaba la intensidad del entrenamiento de forma rapida. En nuestro caso, el
protocolo fue disenado para que la intensidad aumentara de forma mucho mas
progresiva, reduciendo el estrés de los animales lo maximo posible. Por lo tanto, el
entrenamiento de fuerza en el estudio de Feter y colaboradores (2019) quiza produjese
un nivel de estrés elevado, interfiriendo sobre el reconocimiento de objetos. No
obstante, estos autores si que mostraron que el entrenamiento de fuerza influyd de
forma positiva en la memoria espacial, por lo que es importante tener en cuenta que
existen diferentes tipos de memoria y que, en cada una de ellas, estan implicadas
diferentes regiones del hipocampo, asi como otras areas cerebrales como la corteza
prefrontal o la corteza perirrinal (DeVito y Eichenbaum, 2010; Vann y Albasser., 2011;
O’Neill et al., 2017).

En el caso del entrenamiento de resistencia, diversos estudios han descrito que
este tipo de ejercicio mejora la cognicion (van Praag et al., 1999, 2005; Vaynman et al.,
2004; O’Collaghan et al., 2007; Feter et al., 2019). Sin embargo, no todos los trabajos
han podido demostrarlo sistematicamente; lo que puede ser debido a diferencias en el
fondo genético de los animales utilizados, al tipo de protocolo de entrenamiento o a que
el ejercicio de resistencia puede producir efectos distintos sobre los diferentes tipos de
memoria (Lin et al., 2012). No obstante, dos estudios previos que trabajaron con ratones
de 2 y 3 meses de edad mostraron, al igual que nuestro estudio, que un entrenamiento
durante 3 semanas en rueda de correr, asi como otro de 6 semanas en tapiz rodante, no
afectaron a la memoria de reconocimiento a corto plazo (Bolz et al., 2015; Tsai et al.,
2018). Sakalem y colaboradores (2016) también obtuvieron resultados similares al
aplicar enriquecimiento ambiental junto con un entrenamiento de 2 semanas en cinta de

COTITCI.
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Con respecto a la memoria de reconocimiento a largo plazo, aunque no existen
trabajos previos en los que se analice el efecto del ejercicio de fuerza sobre este tipo de
memoria, si que se ha estudiado el efecto del entrenamiento de resistencia. Tsai y
colaboradores (2018) no detectaron que un entrenamiento de 6 semanas en una cinta de
correr influyese en la memoria de ratones Wt de 3 meses de edad. Sin embargo, en
cuanto al déficit de autofagia Glatigny y colaboradores (2019) describieron que ratones
de 3 meses de edad, con la expresion del gen Beclin I inhibida exclusivamente en el
hipocampo, presentaban este tipo de memoria disminuida. En nuestro caso, la memoria
de reconocimiento a largo plazo no se vio afectada ni por el ejercicio ni por el déficit
parcial de autofagia. Y, como ya se comento, estas diferencias que encontramos con
respecto a la influencia del déficit de autofagia pueden deberse a que cada modelo de
raton presenta déficit de un gen distinto. Asi mismo, el modificado en nuestro estudio
(Atg4b) tiene tres pardlogos que podrian compensarlo, mientras que esto no ocurriria en

el caso de Beclin 1.

Como ocurre en relacion con el andlisis de la capacidad fisica, este es el unico
trabajo que ha estudiado el comportamiento, tanto al inicio como al final del
entrenamiento. A la vista de nuestros resultados, seria necesario que en aquellos
trabajos en los que se aplique una intervencion de este tipo, se realicen también los test
de comportamiento antes de llevar a cabo dicha intervencion, para asi tener un reflejo

mas real del efecto de la misma.

Los estudios descritos a continuacion se llevaron a cabo con tejido post mortem.
Hay que tener en cuenta que los ratones entrenados se sacrificaron 48 horas después de

la ultima sesion de ejercicio con el fin de analizar la situacion basal en estos animales.
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4. Adaptaciones neuronales al entrenamiento

La induccion de la neurogénesis adulta por el ejercicio de resistencia ha sido
ampliamente estudiada (van Praag et al., 1999). Sin embargo, son escasos los trabajos
sobre el efecto del ejercicio de fuerza, y sus resultados son contradictorios (Novaes
Gomes et al., 2014; Nokia et al, 2016), no existiendo ninguno con modelos murinos

deficientes en autofagia.

Nuestros resultados indicaron que ninguno de los dos tipos de entrenamiento
modifico los niveles de células Ki67", si bien otros autores habian descrito previamente
un aumento en este marcador tanto tras un ejercicio de resistencia como de fuerza (van
Praag et al., 1999; Novaes Gomes et al., 2014). Esta discrepancia podria deberse a que,
como demostraron Kempermann y colaboradores (1997), la neurogénesis hipocampal
adulta se ve afectada de forma distinta dependiendo del fondo genético de los ratones.
Otros estudios también describieron que el enriquecimiento ambiental no afecta a la
proliferaciéon celular de igual forma en ratones C57BL/6J que en 129/SvJ (van Praag et
al., 1999). Teniendo en cuenta que el fondo genético de nuestros animales es mixto
(C57BL6/129Sv), esto podria estar dificultando que el entrenamiento indujese la
proliferacién. Por otro lado, la autofagia no estaba implicada en el proceso, ya que

tampoco se observaron cambios a este nivel en los ratones atg4b™.

Sin embargo, la edad parece ser un factor clave para estas células, ya que su
numero descendié en los animales que participaron en la intervencion de larga duracion.
Este resultado podria deberse a dos causas: por un lado, el envejecimiento podria
disminuir la capacidad proliferativa de las células de forma muy acusada en apenas 2,5
meses. De hecho, en otros estudios también se ha observado que el grado de
proliferacion celular disminuye drasticamente en un corto periodo de tiempo, pero hasta
ahora no se habia detectado en ratones de menos de 6 y 7 meses (Wu et al., 2008; Yang
et al., 2015). Por otro lado, la diferencia observada en el nimero de células Ki-67"
podria deberse a que la poblacion de las NSC se reduce con la edad. Encinas y
colaboradores (2011) han mostrado la posibilidad de que las NSC, en los individuos
adultos, permanecen en reposo la mayor parte de su vida hasta que se activan y se
someten a un pequeilo nimero de divisiones para, finalmente, diferenciarse y abandonar
la capacidad de célula madre neural. Esto produciria la reduccion de la poblacion de los
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progenitores de tipo-1, limitando el resto de las fases de la neurogénesis. Sin embargo,
aunque el detrimento de la poblacion de las NSC es clave en el proceso neurogénico,
aun siguen siendo necesarios mas estudios para esclarecer las causas de su reduccion a

lo largo de la vida (Encinas et al., 2012).

Por otro lado, los entrenamientos de fuerza y de resistencia favorecieron la
neurogénesis, determinada por el marcaje con DCX, en el DG del hipocampo de los
ratones Wt. Estos resultados demuestran que no solamente el ejercicio de resistencia es
beneficioso para la diferenciacion neuronal en el DG, sino que el ejercicio de fuerza
también aporta grandes beneficios. De hecho, en la intervencion de 14 semanas, el
entrenamiento de fuerza fue maés efectivo que el de resistencia; un resultado que no se
habia descrito con anterioridad y que aporta una gran relevancia a este tipo de

entrenamiento.

En contraposicion a nuestro estudio, Nokia y colaboradores (2016) en un primer
experimento describieron que ratas de 2 meses de edad entrenadas durante 8 semanas en
fuerza (en una escalera vertical) presentaban el mismo nimero de células DCX" que las
sedentarias. En un segundo experimento, ratas de 6 meses de edad entrenadas
previamente en una cinta de correr durante 8 semanas, se dividieron en dos grupos, uno
entrenando fuerza y otro resistencia durante 6 semanas mas. Aqui mostraron que
aquellas que mantuvieron el entrenamiento de resistencia presentaban mas células
DCX" que las entrenadas en fuerza. Es posible que el nimero de células DCX" que
detectaron fuese menor en los animales que realizaron ejercicio de fuerza debido a que
la intensidad del entrenamiento fue mayor que la nuestra, lo que podria causar estrés a
los animales, afectando a la neurogénesis. Asi mismo hay que tener en cuenta que
utilizaron una especie de roedor distinta a la nuestra. No obstante, en este ultimo
experimento no existid6 un grupo de animales que realizaran ejercicio de fuerza
exclusivamente, asi como tampoco compararon ambos tipos de entrenamiento con un

grupo control, lo que impide la interpretacion de los resultados.

Por el contrario, el déficit parcial de autofagia influyé negativamente sobre el
efecto del ejercicio en la neurogénesis, dificultando la diferenciacion y la maduracion de
los precursores neuronales. Xi y colaboradores (2016) ya habian descrito, en ratones de

entre 2-3 meses de edad, que el bloqueo del gen Atg5, especificamente en el DG,
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producia un descenso de las células DCX". Sin embargo, nuestra investigacion es la
primera en la que se describe este resultado en un modelo murino con déficit parcial de
autofagia a nivel sistémico, lo que indica que es probable que el descenso de la
autofagia que se produce a lo largo de la vida afecte a la correcta diferenciacion,

maduracion y supervivencia de los precursores neuronales.

Aunque no realizamos un analisis del nimero de neuritas, pudimos apreciar que
los ejercicios de fuerza y de resistencia parecen influir en su desarrollo. Asi mismo,
tanto la edad como el déficit parcial de autofagia pudieron afectar de forma negativa en
este proceso. De hecho, existen estudios que evidencian que el ejercicio de resistencia
estimula la neuroplasticidad y el crecimiento de las dendritas (Lin et al., 2012; Yang et
al., 2015), y que en este proceso influye la edad de los ratones (Wu et al., 2008). Sin
embargo, hasta el momento no se ha demostrado que el ejercicio de fuerza pueda
inducir el desarrollo dendritico, un resultado que le conferiria un gran valor a este tipo
de entrenamiento. En cuanto a la influencia del déficit de autofagia sobre el desarrollo
de las neuritas, Xi y colaboradores demostraron que precursores neuronales atg3”
presentaban reducida la densidad de espinas dendriticas, por lo que el estudio utilizando

/-

ratones atg4b” podria corroborar la importancia de la autofagia en la maduracion y el

desarrollo neuronal.

Con respecto al efecto del ejercicio de fuerza y de resistencia, asi como del
déficit de autofagia, sobre las proteinas SNARE, diversos estudios han demostrado que
tanto el entrenamiento de fuerza como el de resistencia influyen sobre los niveles de
diferentes proteinas presinapticas en distintas regiones encefalicas (Ferreira et al., 2010;
Cassilhas et al., 2012; Garcia et al., 2012; Lin et al., 2012). Se ha descrito que el déficit
de autofagia puede producir la acumulacion de estas proteinas y, con ello, la disfuncion
sinaptica (Friedman et al., 2012; Xilouri et al., 2013; Vijayan y Verstreken, 2017).
Aunque diversos autores han demostrado que el ejercicio de resistencia disminuye los
niveles de a-sinucleina, frecuentemente utilizan modelos de raton de la enfermedad de
Parkinson (Koo y Cho, 2017; Hwang et al.,, 2018), sin analizar este efecto
especificamente en animales Wt. Asi mismo, debido a la implicacion de a-sinucleina en
esta patologia, los estudios se suelen centrar en la region del estriado y la sustancia

negra, sin examinar otras zonas encefalicas. Ademas, son escasos los trabajos que han
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analizado los niveles de a-sinucleina en modelos murinos con déficit de autofagia

(Friedman et al., 2012).

Nuestros resultados mostraron que ni el ejercicio ni el déficit parcial de
autofagia influyeron sobre los niveles de a-sinucleina en ninguna de las regiones
encefalicas estudiadas. Debido a que, como se acaba de comentar, la mayoria de los
trabajos que estudian el efecto del ejercicio en esta proteina suelen utilizar modelos
murinos de enfermedad de Parkinson, no podemos compararlos con nuestro estudio. En
cuanto a la influencia del déficit de autofagia sobre los niveles de a-sinucleina,
Friedman y colaboradores (2012) describieron que ratones de 35 dias de edad con
déficit de Azg7, especificamente en células nerviosas, presentaron acumulacion de o-
sinucleina en los terminales presindpticos. Puesto que nuestro modelo tenia déficit
parcial de autofagia a nivel sistémico, es posible que el resto de pardlogos de Arg4

compensen dicho déficit.

Con respecto a CSPa, no existen trabajos previos que hayan analizado el papel
del ejercicio ni el déficit de autofagia sobre sus niveles. Nuestros resultados mostraron
que solo el entrenamiento de resistencia durante 14 semanas aumento los niveles de esta
chaperona en el cerebelo de los ratones Wt. Otros autores han descrito incrementos en
los niveles de diferentes proteinas presinapticas en distintas regiones encefalicas,
mejorando la plasticidad sinadptica, con entrenamientos de fuerza (Cassilhas et al.,
2012), de resistencia (Ferreira et al., 2010; Cassilhas et al., 2012; Lin et al., 2012) y de
equilibrio y coordinacion (Garcia et al., 2012). En la misma linea, nuestros resultados
podrian estar indicando que el entrenamiento de resistencia durante 14 semanas también
mejoraria la plasticidad sinaptica en relacion con CSPa en el cerebelo, mientras que el

ejercicio de fuerza no influiria en los niveles de esta proteina.

No obstante, estos trabajos previos fueron capaces de detectar diferencias en los
niveles de proteinas presinapticas en el hipocampo, la corteza cerebral, el estriado o el
cerebelo, tras 4 y 8 semanas de entrenamiento de resistencia (Cassilhas et al., 2012;
Garcia et al., 2012; Lin et al., 2012), e incluso, con tan solo 7 dias de ejercicio (Ferreira
et al., 2010). Sin embargo, en nuestro caso, CSPa solo sigue esa tendencia tras 14
semanas de entrenamiento, y solo en el cerebelo. Por lo tanto, aunque esta chaperona

también responde a los efectos del ejercicio de resistencia, lo hace a mas largo plazo
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que las otras proteinas estudiadas. Por otro lado, cada region encefalica cumple una
funcion distinta, y responde de forma diferente a cada intervencion. Aunque la corteza
cerebral, el estriado y el cerebelo estén involucrados en el movimiento, cada uno de
ellos esta especializado en diferentes etapas del aprendizaje motor. Mientras que la
corteza cerebral estd implicada en las primeras fases conscientes de este aprendizaje, el
cerebelo esta relacionado con la automatizacion de los movimientos previamente
aprendidos (Doyon et al., 2009; Galea et al., 2011). Es por ello por lo que,
posiblemente, solo hayamos detectado respuesta ante el ejercicio por parte de esta

region encefalica.

Sin embargo, en cuanto a los ratones atg4b”, el ejercicio produjo efectos
diferentes sobre los niveles de CSPa en cada una de las regiones estudiadas. De esta
forma, el entrenamiento de resistencia a largo plazo increment6 los niveles de esta
chaperona en el estriado, sin que este efecto se haya visto ni en el entrenamiento de
fuerza ni en la intervencion a corto plazo. Es posible que la alta demanda proteica
requerida en la region presinaptica cuando se realiza ejercicio de resistencia, junto con
el déficit parcial de autofagia que sufren estos animales, sean la causa por la cual se
produce la acumulacion de CSPa en esta region. En cambio, en el hipocampo y en el
cerebelo, tanto el ejercicio de fuerza como el de resistencia disminuyeron los niveles de
CSPoa. Esto estaria indicando que, a diferencia de lo observado en el estriado, ambos
tipos de ejercicio facilitan su reciclaje en las dos regiones encefalicas, probablemente a
través de los otros tres paralogos de Atzg4, los cuales podrian estar compensando el
déficit de Atg4b. Previamente, Friedman y colaboradores (2012) observaron que el
déficit autofagico produce acumulaciéon de oa-sinucleina en el cerebelo y, a raiz de
nuestros datos, CSPa podria seguir el mismo patrén. A su vez, parece que no solo el
ejercicio de resistencia favoreceria la degradacion de esta proteina acumulada, como ya
se habia observado en otros trabajos sobre a-sinucleina (Koo y Cho, 2017; Hwang et al.,
2018), sino que el entrenamiento de fuerza también disminuiria sus niveles. Por lo tanto,
el ejercicio de fuerza jugaria un papel importante en la prevencion del deterioro

neuronal en el hipocampo y el cerebelo de estos ratones.

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que, ante el déficit de autofagia, los
niveles de CSPa en el hipocampo y el estriado requieren mayor tiempo de adaptacion al

efecto del ejercicio. Sin embargo, el cerebelo es la nica estructura de las estudiadas que
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responde a las primeras semanas de entrenamiento. La mayoria de los estudios en los
que se ha descrito el déficit de autofagia en el encéfalo de modelos murinos han
demostrado que esta region es una de las mdas sensibles ante el déficit autofagico,
acumulandose en ella gran cantidad de proteinas (Hara et al., 2006; Komatsu et al.,
2006). Es por ello por lo que, posiblemente, el déficit parcial de autofagia afecte

primero a esta region, y que el efecto del ejercicio se perciba antes en esta zona.

5. Analisis de los niveles de proteinas involucradas en autofagia

Estudios previos han demostrado que el ejercicio de resistencia es capaz de
inducir la autofagia en el encéfalo (He et al., 2012b; Bayod et al., 2014). En cambio, los
trabajos que estudiaron el efecto del entrenamiento de fuerza en esta via de degradacion
solo analizaron los niveles de autofagia en el musculo esquelético (Fry et al., 2013; Luo

et al., 2013; White et al., 2016; Kwon et al., 2018).

La corteza cerebral fue la unica region de todas las estudiadas en la que los
niveles basales de LC3 respondieron al ejercicio. En los ratones Wt, tanto el
entrenamiento de fuerza como el de resistencia, a largo plazo, incrementaron los niveles
de LC3-II/LC3-1 en esta region cerebral. Sin embargo, en los atg4b” solo el
entrenamiento de resistencia a corto plazo los aument6. Este es el primer estudio que
describe que el ejercicio de fuerza es capaz de incrementar los niveles de autofagia en la
corteza cerebral. Los trabajos previos en los que, al igual que en el nuestro, utilizaron
una escalera vertical, observaron que tras entrenar ratas durante 8 y 9 semanas los
niveles de LC3-II/LC3-I estaban disminuidos en el musculo (Luo et al., 2013; Kwon et

al., 2018).

Esta discrepancia que encontramos entre nuestra investigacion y la de estos
estudios puede deberse a varios factores. Primero, el efecto del ejercicio de fuerza sobre
las proteinas autofagicas podria ser distinto en los diferentes tejidos, asi como entre las
distintas especies. En segundo lugar, hay que tener en cuenta las diferencias entre los
entrenamientos. En el estudio de Luo y colaboradores (2013) los animales subieron un

menor numero de escalones en cada una de las sesiones de entrenamiento en
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comparacion con nuestras intervenciones. Ademads, utilizaron ratas de edad avanzada
(18 - 20 meses). En el caso del estudio de Kwon y colaboradores (2018), aplicaron un
protocolo de entrenamiento en el que la intensidad de las cargas era maxima (75 - 100
%), lo que pudo producir estrés a los animales, afectando a la induccion de la autofagia.
Un tercer factor es la posibilidad de que el entrenamiento de fuerza requiera mas de 9
semanas para incrementar los niveles de autofagia, ya que no todas las cualidades
fisicas responden al entrenamiento de igual forma. Como vimos anteriormente, nuestros
ratones Wt necesitaron mas de 2 semanas de ejercicio de fuerza para mejorar esta
cualidad. Sin embargo, el entrenamiento de resistencia durante el mismo periodo de
tiempo si produjo que este genotipo incrementara su capacidad de resistencia. Y, por
ultimo, hay que tener en cuenta que en estos estudios los animales fueron sacrificados
24 horas después de la ultima sesion de entrenamiento, mientras que en nuestra
investigacion transcurrieron 48 horas; eliminando asi el efecto agudo de esa ultima
sesion. Una vez mas, nuestros resultados mostrarian la importancia del entrenamiento

de fuerza a nivel enceféalico.

Por el contrario, el papel del ejercicio de resistencia en el cerebro ya habia sido
previamente estudiado. Bayod y colaboradores (2014) habian descrito que el
entrenamiento en una cinta de correr tras 36 semanas incrementaba el cociente LC3-
II/LC3-I en la corteza cerebral de ratas. Sin embargo, en nuestro estudio con ratones
demostramos que una intervencién mas corta (14 semanas) es suficiente para detectar
este efecto. En consecuencia, tanto el ejercicio de fuerza como el de resistencia podrian
paliar la disminucion de la autofagia basal que se produce durante ciertos procesos
como el envejecimiento, previniendo la acumulacion de proteinas asociadas con algunos

trastornos neurodegenerativos.

En cuanto al efecto del ejercicio en los ratones con déficit de autofagia, a
diferencia de nuestros resultados, He y colaboradores (2012b) describieron que el
ejercicio de resistencia en cinta de correr no modificaba los niveles de LC3 en la corteza
cerebral de ratones bcl2444 de 2 meses de edad. Sin embargo, su intervencion consistia
en un entrenamiento agudo, lo cual no es comparable con nuestra intervencion de 2

s€manas.
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Por otro lado, los resultados de los niveles de p62 y ubiquitina no fueron
concluyentes. El ejercicio afectd de forma distinta a los niveles de p62 en cada una de
las regiones encefélicas, mientras que solo los Wt que entrenaron fuerza durante 2
semanas mostraron los niveles de ubiquitina incrementados. Diversos trabajos han
descrito que estas dos proteinas trabajan conjuntamente durante la autofagia selectiva vy,
al contrario de lo que ocurre con LC3, disminuyen sus niveles durante el proceso
autofagico (Komatsu e Ichimura, 2010; Johansen y Lamark, 2011; Schreiber y Peter,
2014). Bayod y colaboradores (2014) describieron que el entrenamiento de resistencia
inducia la autofagia en la corteza cerebral, disminuyendo los niveles de ambas
proteinas. Sin embargo, en nuestro caso, p62 y ubiquitina no siguieron el mismo patron.
Seria necesario saber el tiempo transcurrido desde que llevaron a cabo la ultima sesion
de entrenamiento y el sacrificio de los animales, porque en su estudio no lo especifican
y podria ser una de las causas de las discrepancias que encontramos. Asi mismo, hay
que tener en cuenta que ambas proteinas estan implicadas en otras rutas celulares, lo que
podria influir en estas diferencias. Aunque p62 principalmente se ha asociado con la
autofagia (Komatsu e Ichimura, 2010; Johansen y Lamark, 2011; Schreiber y Peter,
2014), también estd involucrada en la regulacion de la adipogénesis, la hipoxia o el
estrés oxidativo (Moscat y Diaz-Meco, 2011; Calvo-Garrido et al., 2019). En el caso de
ubiquitina, cabe destacar que el déficit parcial de autofagia no influy6 sobre sus niveles,
posiblemente debido a que esta proteina estd relacionada, no solo con la autofagia, sino
también con el proteosoma (Schreiber y Peter, 2014), por lo que en este caso puede que
haya habido una compensacion entre ambos sistemas de proteostasis. En consecuencia,
y en contra de lo que observaron Bayod y colaboradores (2014), los niveles de ambas
proteinas podrian no seguir siempre un patrén similar ante el efecto del ejercicio y el

déficit parcial de autofagia.

Todos estos datos demostraron que, al igual que se observo en los resultados
sobre los niveles de CSPa, cada region encefélica responde de forma diferente al
ejercicio, posiblemente por su distinta funcién. Asi mismo, es interesante destacar que,
mientras el ejercicio solo influy6d en los niveles basales de autofagia en la corteza
cerebral, esta region encefélica es la inica que no respondi¢ al efecto del entrenamiento
sobre los niveles de CSPa en los ratones atg4b”". Cabria preguntarse si el entrenamiento

de resistencia es capaz de compensar el déficit de autofagia que presentan estos
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animales en la corteza encefalica no produciéndose la acumulaciéon de CSPa y, por
tanto, no detectdndose la influencia directa del ejercicio en los niveles de esta

chaperona.

Aunque parece que el ejercicio solo incremento los niveles de LC3-II/LC3-I en
la corteza cerebral, al analizar las posibles correlaciones entre la corteza cerebral y el
resto de las regiones encefilicas encontramos resultados interesantes. En los Wt, 2
semanas de entrenamiento de resistencia podrian favorecer el incremento de los niveles
de LC3-II/LC3-I en las tres regiones relacionadas con el movimiento, mientras que en

los atg4b™

el ejercicio no seria capaz de producir este efecto ni en el estriado ni en el
cerebelo. Estos resultados estarian mostrando que el ejercicio de resistencia podria
inducir la autofagia de forma coordinada en estas areas durante las primeras semanas de
entrenamiento, para producir la adaptacion del encéfalo al ejercicio. Por el contrario,
esto no ocurriria ante el déficit parcial de autofagia, lo que puede deberse a que ante el
déficit de Atg4b el procesamiento de LC3 se encuentra afectado. Como vimos, los
ratones atg4b” presentaban la acumulacion de pro-LC3 en todas las regiones
encefalicas estudiadas, y el ejercicio no pudo revertirlo. Tampoco observamos
correlacion positiva entre la corteza cerebral y el hipocampo, por lo que el ejercicio no
favorecio la induccion de la autofagia en esta region cerebral. Esto podria ser una de las

causas por las que el entrenamiento no pudo activar la neurogénesis en el DG de los

atg4b”, lo que es posible que revirtiera también a nivel de comportamiento.

Sin embargo, no debemos olvidar que en los atg4b” el entrenamiento de
resistencia no solo fue capaz de inducir la autofagia en la corteza cerebral, sino que
también produjo beneficios a otros niveles, junto con el entrenamiento de fuerza.
Ambos tipos de ejercicio pudieron mantener la capacidad fisica de estos animales, asi
como mejorar el estado de la plasticidad sinaptica ante el déficit parcial de autofagia

regulando los niveles de CSPa.

Una de las rutas moleculares por las que el ejercicio es capaz de inducir la
autofagia es la via de AMPK (Hawley et al., 2009; Ravikumar et al., 2010). Esta
quinasa se activa en diferentes tejidos, como musculo y cerebro, cuando se realiza
ejercicio de resistencia y se produce un déficit de ATP (Egan et al., 2010; Bayod et al.,

2011; Marosi et al., 2012). No obstante, el numero de trabajos que han estudiado el
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efecto del ejercicio en los niveles de AMPK en el cerebro son escasos, centrandose
principalmente en las regiones del hipocampo y la corteza cerebral (Bayod et al., 2011;
Marosi et al., 2012), sin haberse estudiado previamente en otras areas relacionadas con

el movimiento, ni en modelos murinos con déficit de autofagia.

El ejercicio produjo cambios en los niveles de AMPK principalmente en los
ratones atg4b”". En los Wt, solo el entrenamiento de resistencia durante 14 semanas
incrementod los niveles de fosfo-AMPK/AMPK total en el cerebelo. Debido a que no
existen estudios previos que hayan analizado los niveles de esta quinasa en esta region
encefalica, no pudimos comparar nuestros resultados con los de otros trabajos. Aun asi,
estos datos son muy interesantes, ya que todos los animales que entrenaron fueron
sacrificados 48 horas después de la ultima sesion de entrenamiento, y se ha demostrado
que los niveles de AMPK en musculo esquelético se incrementan durante la primera
hora tras la realizacion de ejercicio aerdbico, recuperando practicamente sus valores
basales entre las 2,5 y las 3 horas (Egan et al., 2010; Vissing et al., 2011). Sin embargo,
algunas regiones del encéfalo podrian tardar mas tiempo. Marosi y colaboradores
(2012) también mostraron que los niveles de AMPK estaban incrementados en el
hipocampo de ratas tras 15 semanas de intervencion en una cinta de correr, tomando las
muestras 24 horas después de la ultima sesion de entrenamiento. Asi mismo, Bayod y
colaboradores (2011) mostraron en ratas que 36 semanas de intervencioén en una cinta
de correr aumentaban los niveles de AMPK en el hipocampo y la corteza cerebral. Sin
embargo, en su estudio no especificaron el tiempo que transcurrié desde la toma de
muestras y la ultima sesion de entrenamiento, lo que dificulta la comparacion de sus
resultados con los nuestros en relacion a la corteza cerebral. De hecho, esta podria ser
una de las causas por las que encontramos diferencias entre ambos trabajos. Tomando
nuestros datos en conjunto es interesante destacar que solo el cerebelo parece responder
al ejercicio, lo que podria deberse a que, como ya se ha comentado, es una de las
regiones encefalicas mas sensibles, pudiendo responder de forma distinta al efecto del

ejercicio de resistencia a largo plazo.

Con respecto al efecto del déficit de autofagia, tanto el ejercicio de fuerza como
el de resistencia a corto plazo incrementaron los niveles de fosfo-AMPK/AMPK en la
corteza cerebral de los ratones atg4b”, mientras que solo el de resistencia a largo plazo

los aument6 en el estriado y el cerebelo. Esto podria sugerir que el déficit parcial de
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autofagia impide el restablecimiento completo de los niveles energéticos tras el
entrenamiento de resistencia, permaneciendo los niveles de AMPK elevados 48 horas
después de la ultima sesion de entrenamiento, para mantener una situacion basal. Asi
mismo, y aunque AMPK estd directamente ligada al ejercicio de resistencia, el
entrenamiento de fuerza durante 2 semanas también produjo ese efecto en la corteza
cerebral, un resultado similar al descrito por Luo y colaboradores (2013), en el que
vieron que el entrenamiento de ratas durante 9 semanas en una escalera vertical
aumentaba los niveles de fosfo-AMPK en el tejido muscular. Por otro lado, en contra de
lo anteriormente descrito, los animales con déficit parcial de autofagia entrenados en
resistencia durante 2 semanas presentaron menores niveles de AMPK en el cerebelo,
por lo que parece que esta region encefélica se recuperaria energéticamente cuando los
ratones son jovenes, pero el déficit parcial de autofagia a largo plazo frenaria este

efecto.

Este trabajo abre la puerta a conocer los efectos, no solo del ejercicio de
resistencia sino también del de fuerza, revelando asi el potencial del entrenamiento a
distintos niveles. Nuestros resultados, obtenidos a partir de los ratones Wt, han
demostrado que el ejercicio de fuerza podria mejorar la memoria a corto plazo, asi como
favorecer la maduracion y la diferenciacion de los progenitores neuronales. Ademas, es
capaz de inducir la autofagia en la corteza cerebral. Esta es la primera investigacion en

la que se describen estos resultados.

Por otro lado, la autofagia cumple un papel fundamental, tanto en la mejora de la
capacidad fisica, como garantizando el correcto funcionamiento del encéfalo. Hemos
detectado que el entrenamiento de fuerza es capaz de frenar el deterioro de esta
cualidad, causado por el déficit parcial de autofagia. Asi mismo, a nivel enceféalico, los

ratones atg4b”

tenian comprometida la diferenciacion y maduracion neuronal, ademas
de presentar alteraciones en los niveles de la proteina presinaptica CSPa. No obstante,
el ejercicio fue capaz de revertir la posible acumulacion de esta chaperona en el

hipocampo y el cerebelo de estos animales, asi como también de incrementar los niveles
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del proceso autofagico en la corteza cerebral. Estos resultados aportan nuevos datos
sobre la importancia del ejercicio de fuerza para la salud como estrategia para retrasar el

envejecimiento.

Por lo tanto, es necesario continuar profundizando mas sobre cada uno de los
procesos aqui estudiados, para tratar de comprender el efecto del ejercicio y de la
autofagia en los cambios funcionales, celulares y moleculares de las diferentes regiones

encefalicas.
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El déficit de Atgdd o Atgdb afecta a la conducta relacionada con la ansiedad y la

memoria.

La autofagia es necesaria para las adaptaciones fisicas al entrenamiento de fuerza,

siendo dicho entrenamiento capaz de frenar la pérdida de esta cualidad.

La autofagia es necesaria para que el ejercicio induzca la neurogénesis,

independientemente del modelo de entrenamiento.

El entrenamiento de fuerza es mas eficaz que el de resistencia en la induccién de la

neurogénesis en ratones de mediana edad.

El déficit parcial de autofagia produce la acumulacion de la proteina presinaptica
CSPa en el estriado, el hipocampo y el cerebelo, siendo los ejercicios de fuerza y de

resistencia capaces de modificar sus niveles.

La corteza cerebral es la tinica region encefalica de las estudiadas que responde al
entrenamiento de fuerza y de resistencia, modificando el cociente LC3-II/LC3-I
cuando la autofagia no esta afectada. Sin embargo, el entrenamiento de resistencia,
pero no el de fuerza, modifica el cociente en esta misma region cuando existe un

déficit parcial de autofagia.
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Anexo 1. Protocolos de entrenamiento aplicados

Tabla suplementaria 1. Protocolo de entrenamiento de fuerza durante 2 semanas.

Anexos

Dia [Sesion|Escalones|Altura(cm) Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5 Serie 6 Serie 7
Repeticiones 10 10 10 10 10 10

L 1 600 900 Escalones 10 10 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 20 85 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10

M 2 900 1350 |Escalones 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10

X 3 820 1230  |Escalones 15 15 15 15 10 10
Carga (g) 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10

J 4 1050 1575 Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga (g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacién (grados) 90 85 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10

Vv 5 750 1125 Escalones 15 15 15 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 15 15 15
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85

S

D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10

L 6 850 1275 Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 15 15 15 15
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10

M 7 1050 1575 Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10

X 8 850 1275 Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 20 20 20 20
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10

J 9 1050 1575 Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10

Vv 10 850 1275 Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 20 20 20 20
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85

S

D
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Anexos

Test de evaluacion final de fuerza

M Test final de comportamiento

Test de evaluacion final de fuerza
X Test final de comportamiento
J Test final de comportamiento

Test de evaluacion final de resistencia
Y Test de evaluacion final de resistencia

Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10

S 11 1050 1575  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10
D
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Tabla suplemnetaria 2. Protocolo de entrenamiento de resistencia durante 2 semanas.

Anexos

Dia |Sesién| Tt (min) | Dt(m) |Vm (cm/s) Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5 Serie 6
Tiempo (min) 5 5 15 20
L 1 45 417 15,4  |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 20
M 2 45 417 15,4  [Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 20
X 3 45 417 15,4  |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 25
J 4 50 472,5 15,8 [Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 15 10
Vv 5 50 481,5 16,1 [Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
S
D
Tiempo (min) 5 5 10 10 10 15
L 6 55 606 18,4  |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20 25
Inclinacion (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 10 15
M 7 55 606 18,4 Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 10 15
X 8 55 606 18,4 [Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20 25
Inclinacion (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 15
J 9 55 615 18,6  [Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20
Vv 10 60 690 19,2 [Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
S
D
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Anexos

Test de evaluacion final de fuerza

M Test final de comportamiento

Test de evaluacion final de fuerza
X Test final de comportamiento
J Test final de comportamiento

Test de evaluacion final de resistencia
v Test de evaluacion final de resistencia

Tiempo (min) 5 5 10 20 15
s 11 55 615 18,6  |Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
D

Tt (tiempo total), Dt (distancia total) y Vm (velocidad media).
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Tabla suplementaria 3. Protocolo de entrenamiento de fuerza durante 14 semanas.

Anexos

Dia [Sesion|Escalones|Altura (cm) Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5 Serie 6 Serie 7 Serie 8 Serie 9 Serie 10 Serie 11
L
Repeticiones 10 10 10 10 10 10
M 1 900 1350  |Escalones 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10
X 2 800 1200 Escalones 15 15 15 15 10 10
Carga(g) 0 0 0 0 15 15
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
J 3 1050 1575  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10
Vv 4 750 1125  |Escalones 15 15 15 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 15 15 15
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
L 5 850 1275  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
M 6 1050 1575  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
X 7 850 1275  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 20 20 20 20
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
J 8 1050 1575  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
Vv 9 850 1275 Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 20 20 20 20
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
L 10 850 1275  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10
M 11 1200 1800 |Escalones 15 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10
X 12 950 1425 Escalones 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10
J 13 1200 1800 Escalones 15 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 14 1050 1575  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 25 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
S
D
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Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 15 2000 3000 |Escalones 15 15 15 10 10 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 25 25 25 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10
™M 16 900 1350  |Escalones 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
X 17 850 1275  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
J 18 1050 1575  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 19 950 1425  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 20 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
M 21 1050 1575  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 22 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10
J 23 900 1350  |Escalones 15 15 15 15 15 15
Carga (g) 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 24 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 25 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
™M 26 1250 1875  |Escalones 15 15 15 20 20 20 20
Carga (g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 27 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25 25 25
Inclinacién (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10
J 28 900 1350  |Escalones 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 80 80 80
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 29 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25 10 10
Inclinacién (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
S
D
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Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 30 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
™M 31 1050 1575  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 32 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 30 30 30 30
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
J 33 1050 1575 Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 34 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 30 30 30 30 30 30
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 35 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 30 30 30 30 30 30
Inclinacién (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
M 36 1350 2025  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 37 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 30 30 30 30
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
J 38 1450 2175  |Escalones 15 15 15 25 25 25 25
Carga (g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 39 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 30 30 30 30 30 30
Inclinacién (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 40 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 30 30 30 30 30 30
Inclinacién (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
™M 41 1650 2475  |Escalones 15 15 15 20 20 20 20 20 20
Carga (g) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 42 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35 35 35
Inclinacién (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
J 43 3550 5325  |Escalones 15 15 15 20 20 20 20 20 20 20 20
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 44 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35
Inclinacién (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
S
D
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Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10
L 45 1050 1575  |Escalones 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85
™M
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10
X 46 950 1425  |Escalones 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 20 20 20
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85
J
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 47 2100 3150 |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 48 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
™M 49 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 20 20 20 20 20
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
X
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
J 50 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 20 20 20 20 20
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
\" 51 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
S
D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
L 52 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
™M 53 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
X
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
J 54 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 25 25 25 25 25
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Vv 55 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
S
D
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Test de evaluacion final de fuerza

Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10

M 56 1150 1725  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10
Carga(g) 0 0 0 10 10 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10

X 57 1200 1800 Escalones 15 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85

J Test de evaluacion final de resistencia
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Vv 58 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 10 10 10 10 10 35 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 85 85 85 85 85 85 85 85 85 85

S

D
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

L 59 1250 1875  |Escalones 15 15 15 15 15 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 10 30 30 30 30 30
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10

M 60 1350 2025 |Escalones 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Carga(g) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85
Repeticiones 10 10 10 10 10 10 10 10 10

X 61 1150 1725  |Escalones 15 15 15 20 10 10 10 10 10
Carga (g) 0 0 0 10 35 35 35 35 35
Inclinacion (grados) 90 85 80 85 85 85 85 85 85

J

v

S

D
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Tabla suplementaria 4. Protocolo de entrenamiento de resistencia durante 14 semanas.

Dia | Sesién [Tt (min)| Dt (m)|Vm (cm/s) Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4 Serie 5 Serie 6 Serie 7 Serie 8
L
Tiempo (min) 5 5 15 20
M 1 45 417 15,4 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 20
X 2 45 417 15,4 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 20
J 3 45 417 15,4 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 25
\Y 4 50 472,5 15,8 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
S
D
Tiempo (min) 5 5 15 15 10
L 5 50 481,5 16,1 Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 10 15
M 6 55 606 18,4 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20 25
Inclinacidn (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 10 15
X 7 55 606 18,4 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20 25
Inclinacidn (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 10 15
J 8 55 606 18,4 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 18,5 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 15
Vv 9 55 615 18,6 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
S
D
Tiempo (min) 5 5 10 20 20
L 10 60 690 19,2 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20
M 11 60 690 19,2 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20
X 12 60 690 19,2 |Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20
J 13 60 690 19,2  |Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25
Inclinacién (grados) 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 10 20 15
Vv 14 60 795 22,1 [Velocidad (cm/s) 10 10 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
S
D
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Tiempo (min) 5 10 10 20 15
15 60 825 22,9 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacion (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 10 20 25
16 60 750 20,8 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25
Inclinacidn (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 10 20 25
17 60 750 20,8 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20
18 60 705 19,6 Velocidad (cm/s) 10 15 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20
19 60 705 19,6 Velocidad (cm/s) 10 15 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 15 5
20 60 720 20,0 Velocidad (cm/s) 10 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 20 15 10
21 60 765 21,3 Velocidad (cm/s) 10 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 10 5 10 20 15
22 60 825 22,9 [velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 10
23 40 435 18,1 Velocidad (cm/s) 10 15 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 0 10 10 10
Tiempo (min) 10 5 10 20 15
24 60 825 22,9 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 10 5 10 20 15
25 60 825 22,9 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 15 5
26 60 885 24,6 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 10 5 5
27 60 885 24,6 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 10 5 10 10 10
28 45 495 18,3 |Velocidad (cm/s) 15 15 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 10 5 5
29 60 885 24,6 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10

195



Anexos

Tiempo (min) 5 5 10 20 10 5 5
L 30 60 885 24,6 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35 30
Inclinacion (grados) 0 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 20 5 5
M 31 60 900 25,0 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35 25
Inclinacidn (grados) 0 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 15 25
X 32 60 885 24,6 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 15 15 5 5
J 33 60 870 24,2 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 15 25
\") 34 60 885 24,6 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
S
D
Tiempo (min) 5 5 10 15 25
L 35 60 885 24,6 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 20 25
M 36 60 900 25,0 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 25 20
X 37 60 885 24,6 |Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 25 15
J 38 60 855 23,8 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 25 15
\Y 39 60 855 23,8 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
S
D
Tiempo (min) 5 5 5 25 10 10
L 40 60 915 25,4  |Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 20 20 5
M 41 55 855 25,9 Velocidad (cm/s) 15 15 25 30 35
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 20 20 5
X 42 55 855 25,9 Velocidad (cm/s) 15 15 25 30 35
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 20 20 5
J 43 60 915 25,4  [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 35
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 25 20
Vv a4 60 885 24,6 |Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
S
D

196




Anexos

Tiempo (min) 5 5 5 35

45 50 675 22,5 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25
Inclinacidn (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 35 5

46 60 780 21,7 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 15
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 5 35 5

47 60 930 25,8 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 5 40 15

48 75 1077 23,9 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20 15

49 75 1095 24,3  [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 20 20 10 10

50 75 1056 23,5 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 25 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 20 20 5 10 5

51 75 1086 24,1 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 30 25 20
Inclinacion (grados) 0 10 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 5 40 15

52 75 1077 23,9 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 20 20 15

53 75 1095 24,3 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 30 25
Inclinacidn (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 10 10 20 10 10

54 70 966 23,0 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 25 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 20 15 5 5

55 60 867 24,1 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 30 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10
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L Test de evaluacion final de fuerza
Tiempo (min) 5 5 5 25 20 5 10

M 56 75 1101 24,5 [Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 30 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 5 15 5 20

X 57 55 699 21,2 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 20
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10

J Test de evaluacidn final de resistencia
Tiempo (min) 5 5 20 25 15 5 5

v 58 80 1122 23,4 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 30 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10 10

S

D
Tiempo (min) 5 5 10 35 10 10

L 59 75 1083 24,1 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 40 10

M 60 60 720 20,0 Velocidad (cm/s) 15 15 20 25
Inclinacién (grados) 0 10 10 10
Tiempo (min) 5 5 15 20 10 20

X 61 75 1098 24,4 |Velocidad (cm/s) 15 15 20 25 28 30
Inclinacién (grados) 0 10 10 10 10 10

J

V

S

D

Tt (tiempo total), Dt (distancia total) y Vm (velocidad media).
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Anexo 2. Niveles de p70 S6K en corteza cerebral, estriado y cerebelo de

los ratones Wt y atg4b™

El ejercicio produce efectos diferentes en los niveles de p70 S6K en las diferentes

regiones encefalicas de los ratones con déficit parcial de autofagia

Los niveles de p70 S6K no mostraron diferencias significativas en la corteza
cerebral de los ratones entrenados y no entrenados de ambos genotipos (Figura

suplementaria 1).

Sin embargo, en el estriado, aunque en los animales Wt tampoco se observaron
diferencias significativas, los atg4b”" que entrenaron presentaron mayores niveles de
esta proteina. En concreto, tras la intervencion de 2 semanas, los KO-2R tenian unos
niveles de p70 S6K un 47 % mayores que los KO-2C (p = 0,055; Figura suplementaria
2), mientras que después de la intervencion de 14 semanas, tanto los KO-14F como los
KO-14R mostraron mayores niveles de p70 S6K que los KO-14C (182 % mas altos, p =
0,022; 283 % mas altos, p = 0,010, respectivamente).

Por ultimo, observamos que en el cerebelo el ejercicio durante 2 semanas no
influy6 sobre los niveles de p70 S6K en el genotipo Wt, mientras que los ratones KO-
2F presentaron menores niveles de esta proteina que los KO-2C (un 71 % menos; p =
0,028; Figura suplementaria 3). Por el contrario, el entrenamiento durante 14 semanas si
influy6 en el cerebelo de los Wt. Los Wt-14F y los Wt-14R tenian mas elevados los
niveles con respecto a los Wt-14C (19 % mayores, p = 0,025; 52 % mas, p = 0,000,
respectivamente). Asi mismo, los Wt-14R mostraron mas incrementados los niveles de
esta proteina con respecto a los Wt-14F (un 32 % mayores; p = 0,004). Por otro lado, en
el caso de los atg4b”, los resultados fueron similares a los observados en la
intervencion de corta duracion, los KO-14F mostraron valores de p70 S6K menores que

los KO-14C (45 % mas bajos; p = 0,029).

Por lo tanto, ante el déficit parcial de autofagia, cada region encefilica

respondi6 de forma diferente al efecto del ejercicio.
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Corteza cerebral

2 semanas
Wit KO
Control Fuerza Resistencia Control Fuerza Resistencia
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[l xO Control [] KO Fuerza [ KO Resistencia

Figura suplementaria 1. Niveles de p70 S6K en la corteza cerebral de los ratones Wt y KO

entrenados durante 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media = SEM; n = 4 para todos los
grupos.

200




Anexos

Estriado
2 semanas
Wt KO
Control Fuerza Resistencia Control Fuerza Resistencia
P70 S5 K 1 . s i e i s i S0 SEK I e e - — e ————
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w © 100 o ) o5 u i 1001
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Figura suplementaria 2. Niveles de p70 S6K en el estriado de los ratones Wt y KO entrenados
durante 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media + SEM; n = 8 en cada grupo, en el

entrenamiento de 2 semanas y n =4 en cada grupo, en el entrenamiento de 14 semanas.
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Cerebelo
2 semanas
Wt KO
Contral Fuerza Resistencia Control Fuerza Resistencia
PO o] P ——— - ——) L L T e ———
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Figura suplementaria 3. Niveles de p70 S6K en el cerebelo de los ratones Wt y KO entrenados

durante 2 y 14 semanas. Los datos se representan como media + SEM; n = 4 para todos los grupos.
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