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Introduccion y objetivos

Es una realidad que el cambio demografico, asociado a un aumento de la
poblacién mayor de 65 afios, tiene diversas repercusiones en la salud publica. La
sociedad tiene que hacer frente a una gran poblacién de personas mayores que cada
vez es menos independiente y a medida que su salud se va deteriorando requiere de

mas cuidados.

El envejecimiento es un proceso complejo, irreversible, de naturaleza
multifactorial y que se produce de forma paulatina a lo largo de la vida. Este proceso
se caracteriza por una progresiva disminuciéon de la capacidad de respuesta y de
adaptacion en el mantenimiento de la homeostasis del medio interno. En los ultimos
anos también han aparecido numerosos estudios que sugieren que el envejecimiento

esta intimamente relacionado con el proceso autofagico.

La autofagia desempefia un papel importante en varios procesos fisioldgicos
incluyendo el crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular y las respuestas
inmunes e inflamatorias, asi como en diversos tipos de enfermedades tales como el
cancer, las enfermedades neurodegenerativas y el sindrome metabdlico. Ademas, el
correcto flujo autofagico es imprescindible para evitar/retrasar el envejecimiento
celular, debido a su participacién en la liberacion de sustratos citosélicos en los
lisosomas para su posterior degradacion. En este sentido, la inhibicién de la autofagia

disminuye la vida mientras que su induccién puede aumentar la longevidad.

Entre los factores que pueden activar el potencial autofagico en ancianos se
encuentra el ejercicio fisico. De hecho, existen numerosas evidencias que ponen de
manifiesto la implicaciéon de la autofagia en el envejecimiento, la inflamacion, el
control de la via de sefalizacién de los receptores tipo Toll, asi como la activacién de
la autofagia por ejercicio. No obstante, hasta el momento, son muy escasos los
estudios centrados en la autofagia, envejecimiento y ejercicio fisico y practicamente
se restringen a nivel muscular, lo que inevitablemente conduce a que el siguiente
paso logico sea profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares que
determinan como los programas de ejercicio fisico inducen los procesos autofagicos,

y afectan a diversas rutas de sefializacion relacionadas con la autofagia, en las células
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mononucleares de sujetos de edad avanzada. De esta forma, una vez que podamos
identificar, en los diferentes protocolos de actividad fisica ensayados, aquellos
factores mads directamente involucrados en tales respuestas, se podria prescribir en la
poblacién anciana un tipo de ejercicio fisico agradable, de facil realizacién, de
intensidad controlada y con efectos claros sobre las capacidades fisicas mas limitadas
y limitantes en los ancianos, pudiendo contrarrestar los efectos ocasionados por el

declive de la autofagia.

En funcion de todo lo mencionado previamente, el propdsito de este estudio
fue profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la regulacion de
autofagia, a través de la via de sefalizacién de los receptores TLR, en personas
mayores sometidas a un entrenamiento de fuerza, aerébico o de vibracién de cuerpo

completo, respectivamente.

Se plantearon como objetivos especificos los siguientes:

- lIdentificar las adaptaciones funcionales producidas en las personas
mayores como consecuencia de los diferentes protocolos de actividad

fisica realizados.

- Comprobar si los programas de actividad fisica prescritos son capaces de
provocar modificaciones en la expresion génica de diversos marcadores de

macroautofagia en las células mononucleares de ancianos.

- Analizar la disfuncion autofagica y su relacién con la via de sefializacion de
los receptores TLR, en personas mayores sometidas a diferentes

programas de entrenamiento fisico.

- Determinar el tipo de ejercicio mds recomendable en ancianos para

incrementar su nivel de autofagia.
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2.1. ENVEJECIMIENTO

El proceso de envejecimiento es complejo y comun a todos los organismos
multicelulares. El envejecimiento se caracteriza por un declive progresivo en la
eficacia de procesos fisioldgicos, incluidos los mecanismos de mantenimiento vy
reparacion de las vias que mantienen la homoestais celular (Gelino and Hansen,
2012). A medida que el organismo envejece, la acumulaciéon gradual de
macromoléculas y organulos dafiados pueden conducir a un deterioro progresivo de
diferentes funciones bioldgicas o interferir en la actividad de macromoléculas
funcionales, lo que conduce a una mayor disfuncidon de los sistemas. Dicho declive
progresivo en la integridad celular conlleva envejecimiento, enfermedades y en
ultima instancia a la muerte celular (Gelino and Hansen, 2012). Este proceso
multifactorial puede verse afectado de manera extrinseca (medio ambiente, habitos
nutricionales, ejercicio, exposicion a microorganismos, contaminantes o radiacion
ionizante) o bien, de manera intrinseca (factores genéticos) (Nigam et al., 2012). La
modulacién de las vias intrinsecas a través de intervenciones extrisecas puede
afectar, no sélo al estilo de vida, sino también modular la capacidad de impacto sobre
el metabolismo de la energia celular y la respueta al estrés (Schiavi and Ventura,
2014). Entre las causas que participan a nivel molecular se incluyen la oxidacion de
moléculas, la formacion de agregados moleculares, alteraciones en el plegamiento de
proteinas, entrecruzamiento de moléculas. Todo ello afecta directamente a las
funciones celulares o interfieren en la actividad molecular o en la funcién de
organulos. El resultado final es la pérdida de integridad y funcionalidad de tejidos y

organos (Gelino and Hansen, 2012).

2.1.2. Situacion actual

El envejecimiento a nivel mundial representa un gran cambio social y
econdmico. De acuerdo con la prediccion de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS), en el 2025 la poblacibn mundial mayor de 60 afos alcanzara

aproximadamente 1,2 mil millones, la mayoria perteneciente a la edad de
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“transicion” hasta alcanzar 74 anos. En el 2050, el mundo tendra casi 400 millones de
personas de 80 afios 0 mas (Balasko et al., 2014). Este envejecimiento progresivo de
la poblacién a nivel mundial es un indicador de mejores politicas de salud publica y
del desarrollo socioecondmico de un pais, lo que se traduce en una mejor condicion
de vida de las personas. Por tanto, el incremento en la expectativa de vida es el
resultado del aumento de la esperanza de vida pero también del descenso de la
fecundidad. No obstante, el aumento de la poblacién mayor representa un desafio en
cuanto a la atencion sanitaria, especialmente en los paises desarrollados que es

donde mejor se observa este incremento de envejecimiento en la poblacién.

En Espaiia este fendmeno representara una dificultad socioeconémica a largo
plazo, por tanto las politicas de gobierno se deben orientar hacia la creacién de
programas que fomente la independencia funcional y la autonomia de las personas
mayores. Los datos reflejados por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) del 2015
muestran una proyecciéon de la poblacién espanola a largo plazo (2014-2064),
observandose una tendencia clara del progresivo envejecimiento del pais. Las
estadisticas indican que, para 2064, la esperanza de vida de las mujeres espafiolas
sera de aproximadamente 85 afios, y de los hombres 81. Asi, la pirdmide de la
poblacién se incrementaria en la zona superior, observandose un crecimiento
efectivo a partir de los 70 afos (Figura 1). Estos datos sugieren con claridad que el
grupo de la poblacién mas numeroso en 2064 sera el de entre 85 y 89 afios, mientras
gue en la actualidad se sitia entre los 35 y 39 afios (Instituto Nacional de Estadistica,
2015). Por tanto, los valores representados indican que para 2064 vivirian en Espaia
15,8 millones de personas con mas de 64 afos, esta cifra representa un 40% de la
poblacidn, cuando hoy en dia no alcanzan el 20%. Este aumento significativo pone de
manifiesto los posibles problemas sociales y econdmicos que supondrian estos
niveles de envejecimiento en una poblacién y la necesidad de analizar las
consecuencias que tendria el incremento de la tasa de dependencia. Por todo ello, es
necesario buscar medidas paliativas que pudiesen reducir el impacto socioecondmico

de esta tendencia de rectangulizacién de la piramide poblacional, que no sélo




Revision de la literatura

estarian referidas al bienestar social, sino también al gasto publico que implica el

envejecimiento de la poblacidn en el pais.
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Figura 1. Piramide de la poblacién de Espaiia: previsiones del 2014 al 2049. (Instituto
Nacional de Estadistica, 2015)

2.1.3. Cambios fisiologicos del envejecimiento

Los cambios graduales y progresivos que ocurren durante el proceso del
envejecimiento se dan a diferentes velocidades. Estos cambios se han observado
tanto a nivel celular como tisular A nivel de los sistemas, en mamiferos se ha
evidenciado modificaciones macroscdpicas y bioquimicas responsables de las
caracteristicas comunes del envejecimiento y que conducen a una mayor
susceptibilidad y vulnerabilidad frente a las enfermedades y, por consiguiente, un

incremento de la mortalidad.

Dentro de las modificaciones que experimentan los diferentes sistemas, se ha
puesto de manifiesto que el sistema nervioso muestra cambios a nivel central y
autéonomo que pueden estar asociados a alteraciones como la demencia, depresién,

pérdida de memoria, enfermedades de Alzheimer y Parkinson. El sistema
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cardiovascular experimenta cambios morfoldgicos y funcionales, viéndose disminuida
la capacidad de enfrentar cargas extras de trabajo por estrés, incrementandose la
presion arterial por aumento del grosor y endurecimiento de las arterias y otras
enfermedades vasculares (Laurent, 2012). Paralelamente, el sistema respiratorio
presenta una disminucion en el nimero de alveolos y capilares que se traduce en un
descenso de la capacidad maxima respiratoria; mientras que el intercambio gaseoso
muestra tasas de flujo mas lento debido a la disminucién de la elasticidad (Ketata et
al., 2012). En cuanto al sistema excretor, disminuye el nimero y tamafio de las
nefronas, que junto con la alteracidon en los vasos sanguineos, pueden producir
incontinencias e insuficiencias renales agudas o croénicas; en general la funcion
tubular y capacidad de la vejiga disminuyen (Kanasaki et al., 2012). Los cambios en el
sistema esquelético y muscular se manifiestan en que el tejido oseo tiende a reducir
el tamafio y perder densidad, lo que genera cambios en la postura, movilidad, y
mayor riesgo de fracturas, especialmente en mujeres de edad avanzada. También
disminuye la masa corporal magra (sarcopenia), perdiendose fuerza y ocasionando
debilidad muscular e incapacidad de realizar esfuerzos extenuantes (Syed and Ng,
2010). Ademas, se promueve aun mas la deposicion de grasa, lo que se relaciona con
enfermedades metabdlicas como la hiperlipidemia, diabetes tipo 2, aterosclerosis e
hipertension (Roberts and Rosenberg, 2006). El sistema digestivo presenta cambios
en el aparato masticador, reduccién en la motilidad gastrica, la absorcidon
gastrointestinal y la actividad enzimatica, alteraciones en la secrecién gastrica e
intestinal, gastritis atréfica y alteracion del flujo sanguineo hepdtico (Grassi et al.,
2011). El sistema endocrino también se deteriora con la edad, evidencidandose
alteraciones en la secrecién hormonal, pérdida de sensibilidad de los receptores
hormonales y degradacion progresiva en el numero y funcién de las células beta
productoras de insulina (Gunasekaran and Gannon, 2011).Las mujeres de edad
avanzada experimentan una caida en la produccidn natural de estrégenos
(menopausia), con efectos sobre la piel y los huesos (Santoro, 2005). El sistema
inmunitario también muestra alteraciones mostrando una disminucién lenta vy
permanente de la inmunidad (Katz et al., 2004), incrementos en la aparicién de

enfermedades infecciosas, virales o bacterianas y trastornos autoinmunes (Murasko
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and Jiang, 2005, Pawelec et al., 2006, Prelog, 2006), disminucion de respuesta a las
vacunas (Simpson et al., 2012) y alteraciones en la funcién de los drganos periféricos
del sistema inmune (Gruver et al., 2007), Finalmente, en los drganos sensoriales
también se observan alteraciones especialmente disminucién auditiva y pérdida de

agudeza visual.

2.1.4. Causas del envejecimiento

Con la edad, los organismos presentan alteraciones en las caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas, algunos pueden ser causas del proceso del envejecimiento
mientras que otros pueden ser respuestas compensatorias. Aunque existen diversas
teorias que intentan explicar el proceso de envejecimiento, actualmente, a pesar de
los grandes avances en biologia molecular y en genética, no hay consenso (Goldsmith,
2012). No obstante, hay dos teorias sobre senescencia humana que parecen haberse
postulado como las principales. La primera es la teoria del envejecimiento no
programado. Esta teoria se basa en el concepto de evolucién y considera que el
envejecimiento es el resultado de la incapacidad de un organismo a responder
adecuadamente debido al deterioro de los procesos naturales. Otra teoria es la del
envejecimiento programado que considera que el envejecimiento es, en ultima
instancia, el resultado de un mecanismo o programa biolégico que causa el deterioro
y la muerte con el fin de obtener un beneficio evolutivo mas alla de una vida util

optima (Goldsmith, 2014).

Los cambios en la funciéon de los érganos y sistemas pueden explicarse en
parte por la acumulacién descontrolada de ADN y proteinas, asi como por el dafio
oxidativo asociado a alteraciones de macromoleculares y de membranas (Bergamini
et al., 2004) . Otras teorias apunta a la existencia de un bajo grado de inflamacion
cronica asociado directamente al proceso de envejecimiento (Giunta, 2006, Goto,
2008). Este estado inflamatorio se denomina inmunosenescencia (Franceschi, 2003,

Franceschi et al., 2000).
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2.1.4.1 Estrés oxidativo

El oxigeno es fundamental para la existencia y esencial para los organismos
aerdbicos, siendo este un aceptor final de electrones en la mitocondria. Sin embargo,
esta molécula también posee un lado no deseable y representa un papel nocivo en la
célula. El oxigeno es capaz de generar continuamente especies reactivas de oxigeno
(EROs), las cuales poseen alta reactividad. Estas EROs se postula que podrian ser uno
de los factores que causan el envejecimiento en un organismo (Peng et al., 2014), Las
EROs se generan constantemente a bajas concentraciones dentro de las células.
Durante el envejecimiento los contenidos de estas especies reactivas del oxigeno
pueden aumentar debido a una limitada capacidad de los sistemas antioxidantes y los
mecanismos de reparacién (Hohn et al., 2013). Una de las teorias del envejecimiento
qgue se ha propuesto es la “teoria de los radicales libres” Segun esta teoria, en el
proceso de envejecimiento, el dafio molecular es causado por especies reactivas de
oxigeno que se generan principalmente durante la respiracién mitocondrial. Aunque
el dafio oxidativo se incrementa con la edad no se sabe si estda causalmente
relacionada con el envejecimiento. No obstante, la reduccién de la funcién de la
cadena de transporte de electrones disminuye los niveles de EROs y aumenta la
longevidad en algunas especies (Gelino and Hansen, 2012). El estrés oxidativo,
definido como el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los
oxidantes, se produce a nivel celular. Por lo tanto, las EROs son capaces de atacar a
componentes celulares tales como hidratos de carbono, dacidos grasos
poliinsaturados, ADN y proteinas. La modificaciéon de las proteinas dafiadas puede
formar enlaces cruzados y proporcionar una base para muchas alteraciones asociadas
a la senescencia y contribuir a una amplia gama de patologias humanas. Se han
descrito dos sistemas proteoliticos responsables de asegurar el mantenimiento de las
funciones celulares, el proteosomal y el lisosomal. Ambos sistemas proporcionan una
linea de proteccidon antioxidante, eliminando las proteinas dafiadas y reciclando
aminoacidos para la sintesis continua de proteinas. Sin embargo, durante el
envejecimiento ambos sistemas son afectados disminuyendo su actividad proteolitica

significativamente (Hohn et al., 2013).
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2.1.4.2 Inflamacion

La inflamacion se define “como una amplia variedad de adaptaciones fisioldgicas y
procesos patolégicos para evitar la infeccién y reparar el dafio, restaurando el
organismo al estado habitual de la homoestasis” (Majno and Joris, 1995). La
inflamacién constituye una de las primeras respuestas del sistema inmune a la
infeccion. Ademas, se ha reconocido clasicamente por algunos sintomas que incluyen
dolor, calor, enrojecimiento, hichazon y pérdida de la funcién del tejido (Takeuchi and
Akira, 2010). Actualmente se sabe que en respuesta a una lesién o estimulacion
anormal causada por un agente fisico, quimico o bioldgico, este proceso inicia una
larga cadena de reacciones, como cambios citoldgicos, infiltracion celular y
mediadores de liberacién que se producen en los vasos sanguineos afectados y
tejidos adyacentes. Como consecuencia de ello se desencadena la respuesta
inflamatoria, que finaliza rdpidamente, y el tejido afectado se repara (Akira et al.,

2006).

Durante los primeros estadios de la vida, la inflamacion constituye una
respuesta positiva fundamental para proteger al organismo contra las enfermedades
infecciosas y otros agentes dafinos logrando un estado mas fuerte (Franceschi, 2007).
Sin embargo la inflamacion en las personas de edad avanzada puede ser un proceso
perjudicial con la importante contribucion en el desarrollo de multiples
enfermedades crdnicas relacionadas con la edad, tales como la aterosclerosis (Libby,
2006), la diabetes tipo 2 (Asrih and Jornayvaz, 2013) y la artritis reumatoide
(Ferraccioli et al., 2012). De hecho, una caracteristica asociada al envejecimiento es
un aumento de las concentraciones plasmaticas de citoquinas proinflamatorias, asi

como una mayor produccién celular de las mismas (Fig. 2).

El proceso del envejecimiento se ve influenciado por cambios en el sistema
inmunitario. Debido al aumento de la expectativa de vida de la poblacién mundial los
individuos estdn expuestos durante mayor tiempo a antigenos enddégenos vy
ambientales que permitan una activaciéon del sistema inmune innato vy

posteriormente un estado pro-inflamatorio. Esta perspectiva se ha confirmado con
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las multiples evidencias que relacionan la inflamacidon con el envejecimiento, lo que
previamente se ha descrito como inmunosenescencia (Franceschi et al., 2000,
Franceschi, 2003). La inmunosenescencia se caracteriza por un bajo grado de
inflamacién crénica que es asintomatica y no representa un estado patolégico del
sistema inflamatorio en los ancianos (Giunta, 2006, Goto, 2008). La evolucién del
estado pro-inflamatorio en los ancianos se ha sugerido que es el resultado de
activacion croénica de los macréfagos (Franceschi et al., 2000) y de la funcién de los
monocitos, que también se ve comprometida con la edad (Gomez et al., 2005).
Ademas, los efectos perjudiciales del envejecimiento se manifiestan en otras células
del sistema inmune. Los neutréfilos muestran una habilidad de reducir su capacidad
fagocitica en la sintesis de especies reactivas de oxigeno y en su eficiencia para
eliminarlas intracelularmente (Fulop et al., 2004). También los linfocitos son
afectados al inducir la expansion de células memoria, la disminucidn y el agotamiento
de las células primarias y la disminucién de la poblacion de células T (Gomez et al.,
2008). En un amplio espectro, el numero total de células innatas del sistema inmune
se modifica en los ancianos y algunas de sus capacidades como la actividad fagocitica,
la secrecion de citoquinas, la defensa antibacteriana o el deterioro de antigenos se

ven seriamente comprometidas como consecuencia de la edad (Sebastian et al.,

EsTrES (
OXIDATIVO INFLAMACION

2005).

Figura 2. Envejecimiento: causas y cambios relacionados con la edad
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2.1.4.3 Autofagia

En los ultimos afos se ha puesto de manifiesto que, durante el proceso de
envejecimiento, casi todos los organismos comparten una disminucidon gradual del
sistema ubiquitinproteosoma y de la actividad autofagica. La autofagia es un proceso
capaz de realizar un control de calidad en las células eliminando los organulos
dafados y que, ademads, se ha demostrado que disminuye a medida que las personas
envejecen (Tan et al., 2014). La disminucidon de la autofagia con la edad se observa en
la mayoria de tejidos y organismos, lo que conlleva un mal funcionamiento de este
proceso y una sefial de envejecimiento celular. Sin embargo, la progresién de la
autofagia durante el envejecimiento es un tema controvertido. Aunque algunos
estudios indican un aumento de determinados marcadores de la autofagia, lo mas
probable es que el flujo autofagico esté alteradeo durante la vejez, provocando

acumulacién de organulos disfuncionales y proteinas nocivas (Vainshtein et al., 2014).

Varios estudios indican que determinadas vias de sefalizacién que regulan el
envejecimiento podrian estar relacionadas con la autofagia para extender la
esperanza de vida. Entre estas rutas de sefializaciéon se puede destacar la via de la
insulina/IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina), mTOR (del inglés target of
rapamycin) y la activacion de la ruta de la proteina kinasa AMP. Aunque diversos
estudios establecen una estrecha relacién entre la autofagia y el envejecimiento, la

relacién causa-efecto aun estd pobremente establecida (Tan et al., 2014).

2.2. AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso activo en casi todos los tejidos de los mamiferos
(Grumati et al., 2011), siendo esencial para la homeostasis metabdlica en condiciones
fisiologicas de todo el cuerpo y puede ser mas aumentada durante el desequilibrio
nutricional (Vainshtein et al., 2014). Asi, la autofagia es critica en un amplio rango de
procesos fisiolégicos normales en humanos y un flujo defectuoso de este proceso se
relaciona con diversas enfermedades (Papackova and Cahova, 2014). De hecho,

estudios realizados sobre la maquinaria molecular autofagica ponen de manifiesto

15



Tesis doctoral Yubisay N. Mejias Pefia

que la alteracion en dicho flujo se asocia con trastornos comunes como el cancer,
enfermedades neurodegenerativas y musculares, asi como a sindrome metabdlico e
infecciones (Papackova and Cahova, 2014). Ademas, la autofagia es un componente
crucial en la respuesta a la inmunidad innata, la eliminacién de patdgenos, el
transporte de moléculas endégenas y exdgenas al compartimiento intracelular, la
modulacién de la actividad del inflamosoma, el control de la secrecion de citoquinas y
la regulacién de la fagocitosis (Cuervo and Macian, 2014) (Fig. 3). Por otra parte, un
mal funcionamiento de la autofagia, especialmente en el organismo de los ancianos,
podria contribuir a la pérdida de la funciéon y muerte celular (Schiavi and Ventura,
2014). Esto puede ser debido a la limitada capacidad de la célula para mantener en
condiciones dptimas el proteosoma y los organulos, haciéndolos mas vulnerables a
factores de estrés y patégenos celulares y provocando una incapacidad de adaptarse
a las demandas energéticas (Cuervo and Macian, 2014). Por tanto, la activacidn basal
de la autofagia es requerida para mantener la homeostasis celular bajo condiciones
fisioldgicas normales y puede ser estimulado como un mecanismo de proteccién
contra diferentes formas de estrés (privacién de nutrientes, hipoxia, dafio del ADN o

mitocondrias, organulos y macromoléculas disfuncionales) (Schiavi and Ventura,

2014).
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Figura 3. Autofagia y genes asociados a la inflamacion. Modificado de (Svihalkova and
Vasicek, 2012)
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2.2.2. Definicion

La autofagia se define como un importante proceso de renovacién citosolica.
El proceso consiste en un mecanismo catabdlico basico que implica la degradacién de
componentes celulares disfuncionales como organulos, proteinas y lipidos (Zhang,
2015) del citoplasma. Estos componentes se fusionan para formar estructuras
vacuolares denominadas autofagosomas que finalmente son transportados a los
lisosomas para ser degradados (Grumati et al., 2011, Tan et al., 2014, Zhang, 2015).
Ademads de este importante papel, el proceso autofagico suministra energia vy
compuestos para la sintesis de biomacromoleculas esenciales (Papackova and
Cahova, 2014), proporcionando de este modo aminoacidos libres para la sintesis de
nuevas proteinas, la oxidacidon, la gluconeogénesis y la cetogénesis. Este proceso
permite a la célula sobrevivir al estrés del ambiente externo (Papackova and Cahova,

2014).

No obstante, aunque en principio el principal papel que se atribuia a la
autofagia se centraba en la funcidn energética por la contribucién de aminoacidos
libres a través de la degradacion de proteinas, estudios recientes apoyan que la
autofagia también contribuye a mantener un equilibrio energético celular positivo a
través de la movilizacién de lipidos intracelulares y almacenes de glucégeno (Cuervo
and Macian, 2014, Papackova and Cahova, 2014). También se han descrito otras
funciones importantes de la autofagia a nivel celular como el control de calidad y la
defensa de las células. Ademas, la autofagia contribuye en la regulacidn del balance
energético al degradar selectivamente enzimas implicadas en vias metabdlicas

esenciales (Cuervo and Macian, 2014)

En el proceso de la autofagia se involucran mas de 30 proteinas (Zhang, 2015)
y participan diversos componentes celulares como los lisosomas, las proteinas de la

membrana plasmatica y otros componentes intracelulares que necesitan ser
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degradados por ser disfuncionales o en respuesta a demandas metabdlicas

energéticas especificas (Papackova and Cahova, 2014)

2.2.3. Tipos de autofagia

Como puede observarse en la figura 4, se han descrito tres formas principales
de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas
(Into et al., 2012). La diferencia entres ellas estriba en el mecanismo de seleccién y el
tipo de sustrato involucrado. La microautofagia y la autofagia mediada por
chaperonas (CMA) degradan pequefias porciones de citosol y proteinas seleccionadas
gue son entregadas, bien directamente a los lisosomas o bien mediante la
intervencién de proteinas chaperonas (Cuervo and Macian, 2014). Por el contrario, la
macroautofagia destruye organulos celulares dafiados o proteinas inutiles

atrapandolos en unas estructuras denominadas autofagosomas.

La microautofagia introduce directamente pequeiias porciones de material
citoplasmatico en el lisosoma mediante una invaginacion de la membrana de éste. El
material que queda en su interior, que puede contener incluso organulos
citoplasmaticos, termina por degradarse por accién de las hidrolasas que estdn
dentro del lisosoma. Este tipo de autofagia es un fendmeno poco estudiado en

mamiferos (Moruno Manchén, 2013).

La CMA es un proceso de renovacién individual de proteinas y péptidos los
cuales son reconocidos especificamente por una proteina chaperona, la mas comun
es la proteina de choque térmico 70 (HSP70). El sistema de chaperonas HSP se
encarga, tanto en eucariotas como en procariotas, de plegar y ensamblar proteinas
asi como de plegar de nuevo o facilitar la eliminacién de proteinas irreversiblemente
desnaturalizadas a causa de algun agente estresante. Una vez formado el complejo
con la proteina chaperona, éste se traslada al lisosoma donde se asocia con la
proteina de membrana asociada al lisosoma 2 (LAMP-2) (Papackova and Cahova,
2014). Esto hace de la autofagia mediada por chaperones un sistema eficiente y

altamente especifico para degradar proteinas danadas o anormales. Ademads, esta
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selectividad permite a la CMA jugar un importante papel como regulador en procesos
celulares multiples, contribuyendo a modular los niveles intracelulares de enzimas,
factores de transcripcion y el mantenimiento de las proteinas celulares (Cuervo and

Macian, 2014).

La macroautofagia (denominada cominmente como autofagia, por ser el tipo
mayoritario y también el mas estudiado) es un proceso mas complejo que involucra
una gran porcién del citosol y organulos enteros, a los cuales se envuelve para la
formacién de una estructura de doble membrana (el autofagosoma), y los transporta
al lisosoma donde se fusionan y son degradadas por enzimas y constituyentes
celulares secuestrados en el autofagosoma (Papackova and Cahova, 2014). lLa
autofagia se ha descrito como un proceso muy selectivo que depende del material
especifico que se degrade, algunos ejemplos de autofagia selectiva es la mitofagia
(mitocondrias), lipofagia (gotas de lipidos), ribofagia (ribosomas), xenofagia
(patégenos extracelulares) (Cuervo and Macian, 2014). En concreto la mitofagia
ejerce un control de calidad especificamente sobre las mitocondrias, eliminando las
gue se encuentran danadas. El dafio acumulado en las mitocondrias provoca cambios
en las mismas, haciéndolas disfuncionales y estimulando, entre otros eventos, la
produccion de especies reactivas del oxigeno. Por lo tanto, a través de la mitofagia la
célula reduce el estrés oxidativo provocado por las EROs. Como se comentd en
apartados previos, las mitocondrias son la mayor fuente de EROs vy, por tanto, su ADN
y sus proteinas estdn muy expuestas al dafio oxidativo. Teniendo en cuenta esto, y la
implicacion de las EROs en el proceso de envejecimiento, encontramos que la
mitofagia es un evento fundamental en el aumento de la esperanza de vida (Pyo et

al., 2013).
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Figura 4. Principales vias de la autofagia. Modificado de (Cuervo and Macian, 2014)

2.2.4. Proceso de autofagia

El proceso de la autofagia puede ser dividido en 4 etapas mediadas por
complejos de macromoléculas grandes (Fig. 5): 1/ iniciacién (induccion y nucleacién
de la membrana), 2/ elongacion (formacién del fagoforo y elongacion de la vesicula),
3/ maduracion (acoplamiento del autofagosama y fusidon con los lisosoma) y 4/

degradacion del contenido (Schiavi and Ventura, 2014).
1/ Induccién y nucleacion de la membrana

El inicio de la formacion del pre-autofagosoma, o fagéforo, ocurre
generalmente a partir de unas estructuras situadas cerca o en el interior de las
membranas del RER (reticulo endoplasmatico rugoso), o de otros organulos, como el
aparato de Golgi o las mitocondrias (Papackova and Cahova, 2014), donde la proteina
VPS34 (proteina vacuolar tipo 34) se activa mediante fosforilacion, y se incorpora en

complejos con la proteina Beclin-1 (ortélogo en mamiferos del gen 6 relacionado con
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la autofagia en levaduras). La activacién de la proteina VPS34 genera, a su vez, PI3P
(fosfatidinositol 3-fosfato), que permite la prolongacién de las membranas y la

formacion del fagéforo.

Estos eventos iniciales son activados por el complejo ULK1/2 (quinasas 1y 2
activadoras de la autofagia tipo Unc-51). Este complejo ULK incluye un amplio
repertorio de moléculas que se inactivan cuando se les une el complejo mTOR 1
(mTORC1). mTOR es la diana de rapamicina en células de mamifero. Se trata de una
serin/treonin quinasa altamente conservada que tiene un papel importante como
regulador de la induccién de la autofagia, como se ha visto, inhibiendo las primeras
fases por union al complejo ULK. Asi, cuando mTORC1 no se encuentra inhibiendo al
complejo ULK, se permite que los complejos con VPS34 formen PI3P. En condiciones
basales, el complejo ULK1 es inactivado por fosforilacién a través del complejo
mTOR1 (mTORC1), por el contrario durante la induccién de la autofagia mTORC1 es

inhibido mejorando asi la induccién del ULK-1 (Into et al., 2012).

Durante este proceso, el complejo ULK1 estd localizado en la membrana de
aislamiento donde se facilita la formacién del autofagosoma a través de la interaccién
con el complejo Beclinl (Pagano et al., 2014). Los dos complejos estan estrictamente
ligados a través de interacciones proteina-proteina. Beclinl es directamente

fosforilado por ULK-1 (Vainshtein et al., 2014).

Las membranas ricas en PI3P actdan como plataformas para el reclutamiento
de proteinas ATG (proteinas relacionadas con la autofagia) permitiendo la formacion

del fagéforo (Into et al., 2012).
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Figura 5. Etapas del proceso de autofagia. Modificado de (Tan et al., 2014)

2/ Formacién del fagoforo y elongacion de la vesicula

El posterior crecimiento de la membrana aislada para para dar lugar a la
elongacion y expansion del fagéforo depende de dos sistemas de conjugacion de
proteina ATG. El primero estd mediado por la interaccion de ATG12, ATG5 y ATG16L1,
gue junto con ATG7, forman un complejo multimérico que activa el segundo sistema.
El segundo culmina con la lipidaciéon de las proteinas ATGS8, de las cuales, la mas
importante en el proceso de autofagia es LC3. Pro-LC3 se transforma primero en su
forma madura LC3I y posteriormente se conjuga con el lipido fosfatidiletanolamina
(PE). EL nuevo conjugado PE-LC3I, también denominado LC3ll, se une fuertemente a
las membranas autofagosomales y permite la fusién de las membranas lipidicas (Into

etal., 2012).

Por tanto, la formacidn del autofagosoma estd regulado por al menos tres
complejos moleculares: el sistema de conjugacion LC3 y la regulacion de los

complejos ULK1 y Beclin-1 (Fig. 6).
3/ Maduracién del autofagosoma

El fagdforo se cierra sobre si mismo para formar el autofagosoma, una vacuola
de doble membrana. El autofagosoma contiene las moléculas capturadas y proteinas
LC3-PE (Into et al., 2012), que desempefian un papel crucial en la fusién de la
membrana y en la seleccién de los sustratos a degradar (Nakatogawa et al., 2007). A
continuacion, el adaptador de autofagia p62/SQSTM1 (sequestosoma 1), el cual
contiene multiples dominios de interaccidon proteina-proteina, interacciona con LC3,
permitiendo la entrada de cargas ubiquitizadas en el interior del autofagosoma

(Pankiv et al., 2007).
4/ Degradacion del contenido

La maduracién del autofagosoma se promueve a través de la fusidon de estos

con los lisosomas (y endosomas tardios), formando un organulo Ilamado
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autolisosoma delimitado por una membrana Unica. Los lisosomas poseen enzimas
capaces de degradar el material que se ha internalizado. Al final del proceso, el
autolisosoma lleva en su interior productos de la degradacion de las moléculas

capturadas (Into et al., 2012).

Finalmente, existen estudios que proponen que un mayor contenido de
autofagosomas no confirma un aumento de la autofagia, mas bien refleja la
incapacidad de la célula para degradarlos y por tanto una expresion incompleta de la
autofagia (Cuervo and Macian, 2014). Sin embargo, la regulacién del proceso
autofagico puede conducir a la disminucién de los niveles de agregados téxicos de
proteinas generando beneficios en el contexto del envejecimiento y varios modelos

de enfermedades neurodegenerativas (Tan et al., 2014)
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Figura 6. Proteinas implicadas en la formacion del autofagosoma. Modificado de (Zhang,
2015)

2.2.5. Vias de sefializacion que regulan la autofagia

La autofagia, como proceso fundamental de limpieza celular, debe estar
finamente regulada para poder controlar la supervivencia de la célula y organismo.
De hecho, se ha demostrado que una activacién defectuosa del proceso autofagico se
encuentra asociado con diferentes enfermedades y con un envejecimiento acelerado

(Schiavi and Ventura, 2014). El flujo autofagico ocurre en el interior de la célula por la

23



Tesis doctoral Yubisay N. Mejias Pefia

exposicion a condiciones de estrés durante minutos u horas y es mediado por la
modificacion de proteinas post-traduccionales que dependen de la activacion de
programas transcripcionales especificos (Grumati et al., 2011). La regulacién de éste
proceso, como ya se ha mencionado, es compleja y estd controlada por acciones
coordinadas de mds de 30 genes (Papackova and Cahova, 2014). Se han descrito

diversas rutas de sefializacion implicadas en la regulacion del proceso autofagico.

Regulacion via mTOR

Como ya se ha apuntado en el apartado 2.2.4., mTOR participa en la
regulacién la autofagia. Ademas, mTOR tiene un papel fisiolégico actuando como
sensor para diversas sefales, como factores de crecimiento, nutrientes, hipoxia o
estado energético, entre otras. Aunque existen dos complejos mTOR diferentes, C1 y
C2, mTORC1 es el que esta especificamente implicado en la regulacién negativa del

proceso de autofagia mediante la inhibicién del complejo ULK1/2 (Into et al., 2012).

La regulacion negativa que ejerce mTORC1 sobre la autofagia puede llevarse a
cabo por el inmunosupresor rapamicina, por lo que ésta molécula se utiliza
cldsicamente para activar el proceso de autofagia. La inactivaciéon y disociacion de

mMTORC1 se produce por mecanismos de fosforilacién.

Regulacion via AMPK

La via AMPK (proteina activada por AMP) es una via independiente de mTOR.
AMPK es un sensor del estado bioenergético que participa en el mantenimiento de la
homeostasis energética de la célula. Se piensa que AMPK desempefia también un
papel como activador de la autofagia (Into et al., 2012). Cuando hay falta de
nutrientes, decrece la cantidad de ATP (adenosin trifosfato), por tanto, la relacion
AMP/ATP aumenta y AMPK se activa. Su papel como activador de la autofagia se lleva
a cabo por varias vias, de las cuales la mas importante es la fosforilaciéon de la
molécula TSC2 (proteina de la esclerosis tuberosa 2), que se encuentra formando un
complejo con TSC1 (complejo TSC1/2), el cual inhibe mTOR a través de otra molécula,
Rheb (Moruno Manchdén, 2013). Esta ruta de activacion iniciada directamente por

AMPK también conduce, finalmente, a la fosforilacion de ULK-1 y beclin-1.
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Regulacién via Bcl-2

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es un
proceso por el cual las células, cuando no son necesarias o estan dafiadas, se suicidan
de una forma controlada que minimiza el dafio en sus alrededores (Alberts et al.,
2002). La familia Bcl-2 (familia de la célula B del linfoma 2) es bien conocida por su
papel como regulador, a nivel mitocondrial, de la muerte celular por la via apoptética,

bien inhibiéndola o bien activandola (Into et al., 2012).

Algunos miembros de la familia Bcl-2, como Bcl-2 o Bcl-XL son conocidos
inhibidores de apoptosis pero, recientemente, se ha demostrado que también
pueden actuar como inhibidores de la autofagia. Dicha inhibicidn autofagica la
realizan uniéndose y separando el complejo Beclin1-VPS34, necesario, recordemos,
para la formacion del fagéforo (Into et al., 2012). Por tanto, beclinl es un importante
nexo de unién entre la autofagia y la muerte celular programada, ya que las proteinas

anti-apoptosis Bcl-2 y Bcl-XL se unen a beclinl para inhibir la autofagia.

2.2.6. Factores que pueden modificar la autofagia

Para el mantenimiento de la homeostasis celular es esencial un correcto flujo
autofagico. Sin embargo, existen multiples factores que actian como inhibidores o
activadores de dicho proceso. Aunque fisiolégicamente la autofagia ocurre a un nivel
basal baja, el aumento de especies reactivas de oxigeno y el estrés de nutrientes
durante la inanicidn, activan el proceso de la autofagia por la interaccion entre FoxO,
AMPK, AKT y mTOR (Vainshtein et al., 2014). Ademas, también se ha observado un
incremento en el flujo autofagico como respuesta al ejercicio fisico (Vainshtein et al.,
2014) provocando beneficios metabdlicos en respuesta a las adaptaciones de los
sistemas (Fig. 7). Por el contrario, estudios recientes indican que la autofagia esta
comprometida durante la senescencia, conduciendo a la acumulaciénde organulos
disfuncionales y agregados de proteinas que pueden resulatr dafinos para la célula

(Cuervo and Macian, 2014).
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Figura 7. Activadores del proceso de autofagia.

2.2.5.1 Edad

Con la edad, no sélo disminuye la formacién de autofagosomas, sino también,
e incluso mas marcadamente, su fusion con los lisosomas, con lo que se produce
acumulacién de vacuolas autofagicas (Luo et al., 2013). De hecho, existen numerosos
estudios que evidencian que la autofagia decae con la edad. Las posibles causas de
esta reduccidn de la eficiencia de la autofagia con la edad serian la disminucidn de la
expresion de algunos genes importantes para el proceso, como Beclinl o las
proteinas ATG. En esta linea, se ha detectado, por ejemplo, una baja expresién de
genes relacionados con la autofagia, como ATG5 y ATG7, en el cerebro de personas

mayores en comparacion con el de jévenes (Tan et al., 2014).
2.2.5.2 Restriccion caldrica

La restriccion caldrica (CR, del inglés caloric restriction) o restriccién de energia
es la reduccién moderada de los nutrientes disponibles sin llegar a la malnutricién

(Peng et al., 2014). Los beneficios que se derivan de la privacién de nutrientes
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parecen estar mediados por un estrés energético que activa automdaticamente la
autofagia, como respuesta a dicho estrés celular (Vainshtein et al., 2014). Asi,
diversos estudios indican que la CR es un potente inductor de la autofagia en la
mayoria de las especies. De hecho, Wohlgemuth y cols. demostraron que,
restringiendo un 40 % de las calorias, se activa la autofagia en el musculo cardiaco de

ratas (Wohlgemuth et al., 2010).

La ingesta baja de calorias también se ha considerado que tiene efectos
beneficiosos sobre la salud humana, poniéndose de manifiesto beneficios en Ia
disminucion de la progresién de muchos procesos moleculares fisioldgicos vy
patolégicos asociados a la edad, principalmente los que se producen en tejidos con
altas demandas oxidativas (Dong et al., 2015). Se ha descrito que la restriccién
calérica generalmente prolonga el periodo de vida y mejora la salud, ademas de
reducir la frecuencia de dolencias crénicas. Una de las hipdtesis que puede explicar
los efectos de la restriccion caldrica sobre la longevidad es la reduccién del gasto
energético con la consiguiente reduccién en la produccidon de especies reactivas de
oxigeno. Sin embargo, no deben excluirse otros efectos metabdlicos asociados a la
restriccion caldrica como las modificaciones en la sensibilidad a la insulina y la

sefializacion de la funcion neuroendocrina (Heilbronn et al., 2006).

Por otra parte, los mecanismos sobre el impacto de la restriccion de
nutrientes en la autofagia implican multiples vias como la de la sefializaciéon de la
insulina y las vias mTOR o la activacion de autofagia a través de las vias de Sirtl

(Wohlgemuth et al., 2010).
2.2.5.3 Ejercicio fisico

Estudios recientes han demostrado que el ejercicio induce una activacion de
las vias de sefializacion de la autofagia como respuesta al estrés mecanico que se
origina (Garber, 2012) (Fig. 8). Incluso, diversos estudios han identificado al ejercicio
fisico como un inductor de la autofagia in vivo, cuyo efecto podria traducirse en un

retraso del envejecimiento.
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La activacidon de la autofagia durante la contraccion muscular es clave para el
mantenimiento de la homeostasis energética y para el reciclaje correcto de orgdnulos
y proteinas durante el ejercicio (Vainshtein et al., 2014). La clave de esta regulacion
estaria en la via relacionada con las proteinas de la familia Bcl-2. El ejercicio
disminuiria la interaccion entre éstas y Beclinl, con lo que permitiria la formacién de
las vesiculas autofagosomales, como se ha explicado anteriormente. (He et al., 2012)
demuestran que, tras un cuarto de hora de ejercicio fisico extenuante, disminuye la
inmunoprecipitaciéon del complejo Bcl-2-Beclinl en musculo de ratén. Ademas, tras
otro cuarto de hora, el complejo es indetectable (He et al., 2012). Otros estudios han
demostrado que la realizacion de ejercicio fisico resulta en un incremento de
marcadores de autofagia como Beclinl, ATG5, ATG12 y ATG7 (Luo et al., 2013). De
hecho, dichos biomarcadores se elevaron tras una carrera de ultra-resistencia (Jamart
et al., 2012), después de la realizacién de protocolos de entrenamiento continuos e
intervélicos (Weng et al., 2013) o tras una prueba ciclista de alta intensidad (Schwalm

etal., 2015).
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Figura 8. Ejercicio fisico y autofagia en musculo esquelético. Modificado de (Zhang, 2015).
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2.3. RECEPTORES TIPO TOLL

Los receptores tipo Toll (TLRs) deben su nombre a su homélogo en el género
Drosophila, el gen para la proteina Toll, el cual se descubrié que tenia un importante
papel en la defensa de esta mosca contra microorganismos (Takeda and Akira, 2005).
Los TLRs son proteinas transmembrana que se expresan generalmente en la
membrana plasmatica, aunque algunos de ellos se encuentran en la membrana de
algunos compartimentos intracelulares. Alli son capaces de reconocer particulas
microbianas (PAMPs, patrones moleculares asociados a patégenos) y moléculas
endogenas producidas por rotura celular o dafo tisular (DAMPs, moléculas
intracelulares asociadas a dafios). Tras el reconocimiento, los TLRs activan una
cascada de sefializacién, responsable de la respuesta celular que se produce

(Plociennikowska et al., 2015).

En cada TLR se pueden diferenciar tres dominios principales: un dominio
extracelular con repeticiones ricas en leucina, encargado de mediar el reconocimiento
de los patdégenos, una regidn transmembrana y una region intracelular TIR (receptor
Toll/interleucina-1), necesaria para la transduccién de la sefial (Into et al., 2012). El
perfil de expresiéon de los TLR varia en funcion del tejido y el tipo de célula. En
humanos se han encontrado 10 tipos de TLR, del TLR1 al TLR10, todos localizados en

la membrana plasmatica a excepcidn de los TLR3, TLR7 y TLRO.

Las principales proteinas adaptadoras de los TLRs son MyD88 (gen 88 de
respuesta primaria a diferenciacion mieloide) y TRIF (adaptador TIR que contiene el
dominio de induccién de B-interferén), aunque también son importantes TIRAP
(dominio TIR que contiene una proteina adaptadora) y TRAM, molécula adaptadora
del receptor TLR4 (Into et al., 2012). MyD88 media en las vias de sefalizacién que
regulan la activacién del factor de transcripcién NF-kB (factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) y de las cascadas de MAPKs

(protein-quinasas activadas por mitégenos). Esta molécula adaptadora es usada por
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todos los TLR, excepto TLR3. Por su parte, TRIF media la activacion tardia de NF-xB y
del factor de transcripcion IRF3 (factor 3 regulador del interferén) a través de los TLR3

y TLR4.

Via MyD88-dependiente

La interaccion de la proteina MyD88 con los TLR provoca el reclutamiento de
IRAK-4 (quinasa 4 asociada al receptor de interleucina 1), seguido de IRAK-1 o IRAK-2.
Se piensa que la activacion de las IRAKs es necesaria para que el complejo MyD88-
IRAK4-IRAK1/2 interactie con TRAF6 (factor-6 asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral), que actia como esqueleto de la senal de poliubiquitinacion de

algunas proteinas como IRAK-1 y ella misma.

Las cadenas de ubiquitina de TRAF6 se unen a los complejos regulatorios de la
quinasa TAK1, activandola. TAK1 se une ahora a los componentes regulatorios del
complejo quinasa IkBa (complejo IKK), activando IKKa e IKKB, que fosforilan la
quinasa IkBa. NF-kB representa una familia de factores de transcripcion que
normalmente permanecen inactivos en el citoplasma a través de la interaccidn con
IkBa. La fosforilacion de IkBa permite su poliubiquitinacion y consecuente
destruccién. De esta forma, NF-xkB es liberado y entra en el nucleo activando la
transcripcion de una gran variedad de genes que participan en la respuesta inmune e
inflamatoria, adhesion celular, control del crecimiento y proteccion contra la
apoptosis (Israel, 2010). NF-kB puede, ademas, activarse en diversos tipos de células

por una serie de agentes reguladores del estado oxidativo de la célula (Siomek, 2012).

TRAF6 también activa las cascadas de MAPK a través del reclutamiento de
bastantes miembros MAP3Ks. La via de sefializacion de MyD88 induce de esta forma
una amplia gama de genes, entre los que se encuentran: citoquinas, moléculas de
adhesion, moléculas antimicrobianas, factores coestimulatorios, moléculas
antiapoptoticas, moduladores de sefial, genes relacionados con el estrés oxidativo,
reguladores transcripcionales y, ocasionalmente, varias respuestas celulares e

inmunes.
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Via TRIF-dependiente

Esta via de sefalizacion es directamente activada por TLR3 o TLR4
endosomales, a través de la propia oligomerizacién de TRIF, que interactia con
TRAF6. A partir de TRAF6, participa en la activacion tardia del factor de transcripcion

NF-kB y de las cascadas de MAPKs (de forma muy similar a como lo hacia Myd88).

Ademas, TRIF interactia con TRAF3, formando un complejo de sefializacién
qgue implica a IKKs: TBK1 y IKKe. TRAF3 provoca la fosforilacién de IRF3 permitiendo su
translocacion al nucleo donde induce interferones (IFNs) tipo | y genes antivirales. Los
IFNs son un grupo de proteinas sefalizadoras que estan implicadas en la respuesta

celular a patogenos (Into et al., 2012).

2.3.1 Autofagia inducida por TLR

Tan solo la macroautofagia, de entre los tres tipos de autofagia, ha sido
relacionada con la sefalizacién via TLR. De hecho, numerosos estudios hacen pensar

gue los TLR tienen una capacidad intrinseca de induccion del proceso de autofagia.

Se ha hablado de que existen tres vias principales de regulacion de la
autofagia: mTOR, Bcl-2 y AMPK. La sefializacién via TLR es capaz de inducir estas vias

y activar la autofagia. Esta relacidn se explica mas detalladamente a continuacion.

Induccidn de la autofagia via mTOR

Esta induccién tendria lugar a través de ambas vias, MyD88 y TRIF que
ejercerian una regulacion negativa sobre mTORC1. Como ya se ha visto, TRAF6 activa
a TAK1, que a su vez activa AMPK, que actla como inhibidor de mTORC1

promoviendo la autofagia (Into et al., 2012).

Induccidn de la autofagia via Bcl-2

Del mismo modo que el caso anterior, la induccién de la autofagia por Bcl-2 se
realizaria a través de MyD88 y TRIF, en su interaccion con Beclinl a través de TRAF6.
La interaccién con Beclinl disminuiria la unién de TRAF6 a Bcl-2. Como ya se ha visto,

Bcl-2 inhibe la autofagia uniéndose al complejo Beclin1-VPS34. Al disminuir esta
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union, el complejo podria realizar su funcion participando en la sintesis de PI3P y en la

formacién del fagéforo (Into et al., 2012).

Induccidon de la autofagia via AMPK

Se trata de la misma induccidon que se hace a través de mTOR. TRAF6 activa
TAK 1, que a su vez activa AMPK. Como ya se ha explicado antes, esta molécula es

capaz de inhibir mTOR y asi promover la autofagia.

2.3.2. TLR, ejercicio y edad

Estudios recientes han puesto de manifiesto que programas de entrenamiento
fisico, de tipo aerdbico o de fuerza, son capaces de producir modificaciones en la ruta
de seiializaciéon de los receptores TLR2 y TLR4 (Gleeson et al., 2006, Fernandez-
Gonzalo et al., 2012, Fernandez-Gonzalo et al., 2014). Sin embargo, el nivel de
actividad fisica parece ser mdas importante que la edad respecto a la expresién de Toll
4 y la produccion de citoquinas inflamatorias estimuladas por LPS (Gleeson et al.,
2006). De hecho, en ancianos, se ha relacionado la practica de ejercicios agudos o
crénicos con disminuciones en los niveles de citoquinas proinflamatorias y del
contenido de TLR4 (Flynn et al., 2003, McFarlin et al., 2006). También se ha descrito
que la realizacidn frecuente de actividades de tipo aerdbico de baja intensidad, puede
dar lugar a la reduccion de la concentracion de citoquinas proinflamatorias, y a su
vez, a un aumento de los mediadores antiinflamatorios. Estos efectos también se han
relacionado con disminuciones en la expresién de TLR2 y o de NF-kB (Oliveira et al.,
2011). En este sentido, recientemente nuestro grupo de investigacion también ha
demostrado que el entranemiento de fuerza y el entrenamiento en plataforma de
vibracién inducen mejoras en el estado anti-inflamatorio de sujetos ancianos a través
de la atenuacidén de las vias de sefializacion de TLRs, tanto dependientes como
independientes de MyD88 (Rodriguez-Miguelez et al., 2014, Rodriguez-Miguelez et
al., 2015). Sin embargo, hay que poner de manifiesto que la aplicacién de otros
protocolos diferentes en intensidad o duracion, no han producido estos cambios

(Zbinden-Foncea et al., 2012).
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2.4. EJERCICIO

Durante muchas generaciones se han establecido diferentes paradigmas
respecto al ejercicio fisico, demostrandose una relaciéon entre los hdbitos de la
actividad fisica y el estado de salud (Sallis et al., 2015). La actividad fisica se define
como el movimiento corporal producido por los musculos esqueléticos que requiere
un incremento significativo del gasto energético. Los términos actividad fisica y
ejercicio suelen usarse indistintamente, sin embargo el término ejercicio se define
como un tipo de actividad fisica planificada, estructurada y repetitiva para mejorar o
mantener uno o mas componentes de la aptitud fisica. En los ultimos tiempos se ha
propuesto que el ejercicio fisico debe ser visto como un farmaco de bajo coste muy
eficaz para la prevencidon primaria y secundaria de casi todas las enfermedades
crénicas mas prevalentes. En general, el ejercicio fisico moderado esta asociado a un
menor riesgo de obesidad, enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular, varios
tipos de cancer y a una menor mortalidad por cualquier causa (Aucella et al., 2015).
De hecho, la organizacidn mundial de la salud (OMS) ha reconocido recientemente la
inactividad fisica como el cuarto factor de riesgo principal de morbilidad global y

mortalidad prematura (Geneva and World Health Organization, 2010).

2.4.1. Ejercicio y envejecimiento

El envejecimiento produce en el organismo cambios que, en parte, son
similares a los que produce el desuso, especialmente en las masas d6sea y muscular.
Generalmente durante el proceso de envejecimiento se tiende a disminuir los niveles
de actividad fisica, mostrandose en las estadisticas que mds del 30% de los adultos
mayores son completamente sedentarios (Allen and Morelli, 2011). Esto hace que
actualmente exista una clara preocupacion social por las enfermedades hipocinéticas:
obesidad, diabetes y, de manera directa o indirecta, por las enfermedades
relacionadas con ellas como la sarcopenia, la osteoporosis, las hiperlipidemias, las

enfermedades cardiovasculares y determinados tipos de canceres.
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En el dltimo siglo se ha afadido a la esperanza de vida mas de 30 afios. Esta
nueva situacidn exige el desarrollo de la medicina preventiva para contrarrestar la
aparicién de los trastornos crénicos propios del envejecimiento y extender al maximo
la duracidon de la vida activa autosuficiente. Ademas, se ha atribuido al ejercicio fisico
una caracteristica importante como es la de mejorar la calidad de vida en la edad
avanzada. Las adaptaciones que produce el ejercicio son, en numerosas ocasiones,
opuestas a las provocadas por el envejecimiento. De hecho, recientemente se ha
demostrado que las personas que presentan un fenotipo ultralongevo pueden
retrasar la pérdida de masa muscular (sarcopenia) que se asocia con patologias
ligadas a la edad (Vainshtein et al., 2014). Paralelamente, este grupo de personas
también suelen tener mas acentuadas aquellas funciones que se ven mejoradas por el

ejercicio.

Dentro de los beneficios que proporciona el ejercicio fisico se puede
mencionar la menor incidencia de enfermedades cardiovasculares y diabetes; mejora
de la presion arterial y del perfil lipidico y una mas adecuada tolerancia a la glucosa y
mejor respuesta de la insulina; reduccion del peso graso y del riesgo de caidas;
incremento de la densidad d6sea, de la masa muscular, del nivel metabdlico, del
transito intestinal asi como aumento de la expectativa de vida; mejora de la calidad
del suefio y la seguridad en si mismo. Por estas razones, se viene aconsejando el
incremento del nivel de actividad fisica en cualquier edad de la vida. En las personas
mayores, la OMS (2010) aconseja realizar una media de 75-150 minutos de ejercicio
intenso/moderado, ejercicios de flexibilidad y agilidad y ademas, al menos 2 veces a
la semana, ejercicios de fortalecimiento osteomuscular, es decir de fuerza en los

grandes grupos musculares (Geneva and World Health Organization, 2010).

2.4.2. Programas de entrenamiento fisico en ancianos

En los ultimos 75 afios, se han estudiado los mecanismos a través de los cuales
el ejercicio produce sus efectos beneficiosos para la salud de las personas, incluidos
los ancianos. La edad se acompaia de pérdidas en la capacidad cardiorrespiratoria,

muscular, coordinativa, etc. Sin embargo, a pesar de los estudios realizados, no est3
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clara la modalidad dptima de ejercicio y la intensidad que se debe emplear para este
tipo de poblacidn. La principal diferencia en la prescripcion de ejercicio para adultos
sanos y personas de la edad avanzada es la intensidad del programa de
entrenamiento (Avila-Funes and Garcia-Mayo, 2004). Estd descrito que el
entrenamiento de resistencia aerdbica puede mejorar la capacidad aerdbica y el
ejercicio de fuerza puede aumentar el tamafio del musculo (hipertrofia) y el
reclutamiento de fibras musculares, mejorando asi tanto la capacidad aerébica como
anaerdbica (Slade et al., 2002). Por todo ello, el disefio de los planes de
entrenamiento fisico se debe realizar tomando en cuenta algunos factores como el
habito de ejercicio, tiempo de ocio, actividad profesional, desplazamientos,

enfermedades asociadas, etc.
2.3.5.1 Fuerza

Los efectos progresivos que ocurren por el proceso del envejecimiento afectan
la capacidad funcional de las personas mayores y la pérdida de independencia,
provocando una reduccién en la fuerza muscular, en la densidad dsea y otros factores
metabdlicos que pueden afectar la capacidad para realizar las tareas de la vida
cotidiana. La reduccion de la fuerza muscular es consecuencia de un menor nimero
de unidades motoras y disminucién de las fibras tipo Il. Si se une todo esto a la
sarcopenia, que con cierta frecuencia acompafia al envejecimiento, hace que la fuerza
disminuya en un tercio entre los 50 y los 70 afos y especialmente a partir de los 80
afios de edad (Lépez Chicharro and Lopez Mojares, 2008). La capacidad de la fuerza-
resistencia en los mayores también es aun mas limitada que la fuerza muscular
maxima (Foldvari et al., 2000). Esta limitacidon ocurre por atrofia de algunas fibras
ademds de menor actividad fisica y reduccién en el nimero de unidades motoras.
Ambos factores van a interferir en actividades diarias tales como levantarse y caminar
con rapidez, subir escaleras, etc; es decir, las que requieren potencia muscular. Por
esta razon es importante promover el desarrollo de programas de entrenamiento de
fuerza que produzcan adaptaciones para mantener o mejorar la capacidad funcional

de las personas de edad avanzada. Este tipo de entrenamiento debe estar enfocado a
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grupos musculares que ayuden a mantener la funcionalidad que se requiere para las

actividades de la vida diaria.

El entrenamiento de fuerza de intensidad moderada es recomendado para el
fortalecimiento muscular en personas mayores (Nelson et al., 2007) y se describe
como la activacién voluntaria de los musculos esqueléticos especificos frente a
algunas formas de resistencia externa (American College of Sports Medicine et al.,
2009). Las acciones musculares contra resistencia inducen importantes efectos en el
sistema osteomuscular, contribuyendo en las personas mayores al mantenimiento y
mejora de la capacidad funcional, ademds de estar estrechamente relacionadas con la

hipertrofia muscular (Sanchez et al., 2014).

Se ha demostrado que este tipo de accion muscular puede prevenir en parte la
osteoporosis, condicion 6sea afectada por el envejecimiento sufriendo pérdida de
masa y densidad mineral (Marcus, 2001). También puede disminuir el tejido adiposo
visceral (Strasser et al., 2012) y mejorar el perfil lipidico y proteico. Ademas, un
ejercicio de fuerza agudo puede estimular la sintesis de proteinas entre el 40 y 150%
por encima de los niveles basales (Sanchez et al.,, 2014), aumentar el indice
metabdlico en reposo (Strasser et al., 2012), reducir la presién arterial, y prevenir la

apariciéon de enfermedades cardiovasculares y cancer (Strasser et al., 2013).

Con el entrenamiento de fuerza se pueden obtener beneficios con la
realizacion de 15 o 20 minutos dos veces por semana (Feigenbaum and Pollock,
1999). Se debe destacar que es importante realizar modificaciones en la frecuencia,
duracion e intensidad con la finalidad de conseguir las adaptaciones esperadas. Estas
modificaciones deben ser consideradas de manera individualizada tras una evaluacion
de la fuerza maxima (1RM) para determinar la carga del entrenamiento. Las
autoridades sanitarias recomiendan, para los adultos mayores, intensidades del 65 al
75% de 1RM para provocar efectos significativos en el aumento de la fuerza muscular.
Ademas, en el disefio del programa de entrenamiento se puede contemplar una
relacion inversa entre la intensidad y el volumen (a medida que la intensidad

aumenta las repeticiones deben disminuir) (American College of Sports Medicine et
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al., 2009). Algunos estudios proponen realizar 3 series de entre 8 y 12 repeticiones
por ejercicio (Harris et al., 2004). También se ha sugerido que el entrenamiento de
fuerza en personas mayores sea aproximadamente entre 20 y 45 minutos por sesidn
y para mejorar el estado de salud general la capacidad fisica y aumentar la fuerza
muscular se recomienda dos o tres sesiones de entrenamiento por semana (American

College of Sports Medicine et al., 2009)
2.3.5.1 Resistencia

La respuesta fisioldgica al ejercicio cardiorrespiratorio se atenuda con la edad.
El envejecimiento hace que se debiliten los musculos respiratorios que aumente la
tensidon arterial tanto en reposo como en ejercicio y que se modifiquen otros
componentes del sistema cardiorrespiratorio. El envejecimiento puede afectar
también el nivel de condicidn fisica de resistencia. Por otra lado, las adaptaciones al
entrenamiento de resistencia pueden mediar deteniendo o mejorando estos efectos
provocados por el envejecimiento. El ejercicio de resistencia o aerdbico descrito
como la capacidad para mantener una actividad fisica durante el tiempo que requiere
un esfuerzo adicional del sistema cardiorrespiratorio, abarca actividades o ejercicios
gue requieren del metabolismo aerébico u oxidativo. Dentro de estas actividades se
puede incluir caminar, trotar, pedalear, nadar, etc. La actividad fisica aerébica mejora
la capacidad de extraccidn de oxigeno de la sangre, ademas incrementa la funcién y el
contenido mitocondrial, lo cual mejora la capacidad oxidativa y la resistencia

muscular (Sanchez et al., 2014).

Se ha demostrado que el entrenamiento de resistencia durante seis u ocho
semanas es suficiente para producir adaptaciones en la capacidad aerdébica, efectos
cardioprotectores y beneficios en la sensibilidad a la insulina (Vainshtein et al., 2014).
Por otro lado, también existen evidencias suficientes que apoyan que el
entrenamiento de resistencia provoca una disminucién del tejido adiposo,
promoviendo una modificacion de la distribucion de la grasa abdominal en adultos
mayores, lo que reduce el riesgo a desarrollar trastornos metabdlicos asociados a la

obesidad (Strasser, 2013). De igual manera se ha observado una disminucion de la
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presion sanguinea, niveles de colesterol total, glicemia, reduccién del riesgo de
enfermedades cardiovasculares e incremento de la capacidad pulmonar (Lépez

Chicharro and Lépez Mojares, 2008)

Para la prescripcion del ejercicio fisico de resistencia, la seleccién del tipo de
actividad debe basarse en el nivel de condicién fisica y las preferencias de cada
persona. La intensidad del ejercicio para personas mayores se recomienda que sea
moderada y debe programarse segun la capacidad aerdbica (VOamsx) que refleja el
nivel de aptitud fisica de la persona. EL tiempo recomendado para la practica de
ejercicio aerdbico en las personas mayores es de, al menos, 150 minutos semanales

de intensidad moderada casi todos los dias de la semana.
2.3.5.1 Vibracion

El trabajo en plataformas vibratorias de cuerpo completo es otra modalidad
de actividad fisica propuesta como método alternativo por su bajo impacto vy
seguridad. En los ultimos afios, este tipo de entrenamiento se ha asociado a mejoras
en el sistema musculoesquelético y parece combatir algunos deterioros relacionados
con la edad (Mikhael et al., 2010). Recientemente se ha demostrado que ademas de
mejorar la fuerza muscular, el equilibrio y el control postural en adultos mayores
resulta un método atractivo para pacientes con enfermedades neuroldgicas (Orr,
2015). Este tipo de actividad fisica es un paradigma innovador que utiliza mecanismos
multidimensionales con oscilaciones de bajas a moderadas, generadas por una

plataforma vibratoria y transmitidas a todo el cuerpo (Hazell et al., 2010).

El ejercicio de vibraciéon de cuerpo completo también se ha promovido como
una alternativa segura en personas con movilidad limitada e intolerancia al ejercicio
(Cochrane, 2011). La vibracién se realiza situando al individui de pie sobre las
plataformas oscilantes. La generacién de energia se produce de tres formas: la
transmisidon mecanica directa y sistemas oscilante masa-muelle. La mayoria de
plataformas de vibracion usan este ultimo, donde la producciéon de oscilaciones
sinusoidales del sistema de energia se transfiere de la maquina vibratoria al cuerpo

completo (Rittweger, 2010). Para realizar un programa de entrenamiento en
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plataformas vibratorias, se deben tener presente ciertos pardmetros como la
duracidon de exposiciéon, amplitud, frecuencia y aceleracién. La frecuencia es el
numero de ciclos por unidad de tiempo y la unidad de medida es en hercio (Hz) que
equivale a un ciclo por segundo (Bullock et al., 2008). La amplitud se conoce como el
desplazamiento de la oscilacion desde el punto mas bajo hasta el mas alto de la onda
de vibracidn (Rauch et al., 2010), la unidad de medida es expresada en milimetros
(mm). La aceleracién es el producto de la velocidad angular y la amplitud, existiendo
una relacién directa entre la aceleracion y la fuerza aplicada. Por tanto, el aumento
de la aceleracion se basa en cambios en la frecuencia y la amplitud (Cardinale and

Wakeling, 2005).

Algunos estudios sugieren este ejercicio como alternativa para mejorar la
actividad y la fuerza muscular (Rodriguez-Miguelez et al., 2015). Sin embargo otros no
han encontrado efectos. Estas incongruencias podrian atribuirse a diferentes
protocolos empleados, los cuales varian en funcion del tipo de plataforma de
vibracién, el desplazamiento de frecuencia y la duracién del entrenamiento (Marin
and Rhea, 2010, Osawa and Oguma, 2013). En cualquier caso, en los adultos mayores
se ha sugerido como un método de entrenamiento seguro, de bajo impacto (Tsuji et
al., 2014), ademas de sugerir beneficios en el equilibrio, movilidad y riesgos de caidas

en este grupo poblacional (Orr, 2015)
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1.1. DISENO GENERAL

El disefio general consistio en un estudio longitudinal de casos y controles,
llevado a cabo durante 10 semanas. En la primera y ultima semana se realizaron
determinaciones de pre y post intervencion del consumo de oxigeno, la fuerza

maxima y las extracciones sanguineas.

Durante las 8 semanas intermedias se realizd la fase experimental, en la que
los 59 participantes, aleatoriamente, fueron asignados al grupo control (GC), al grupo
de entrenamiento de fuerza (GF), al grupo de resistencia (GR) o al de vibracién (GV).
Durante este tiempo, los tres grupos experimentales (GF, GR, GV) realizaron sus

entrenamientos con una frecuencia de 2 veces a la semana (Fig. 9).

La fase experimental comprendid dos etapas: los respectivos programas de
entrenamiento fisico, realizados en el laboratorio de Fisiologia del Ejercicio de la
Facultad de Ciencias de la Actividad Fisica y el Deporte, perteneciente al
Departamento de Ciencias Biomédicas, y los analisis de biologia molecular que se
llevaron a cabo en el Instituto Universitario de Biomedicina (IBIOMED), ambos

pertenecientes a la Universidad de Ledn-Espania.
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Figura 9. Diseiio del experimento.
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1.2. PARTICIPANTES

La poblacién estuvo representada por 150 personas de 65 y 75 afios
pertenecientes a los Centros de Ocio del Ayuntamiento de Ledn, a quienes se
convocd para informarles sobre el protocolo del estudio. Un total de cincuenta y
nueve participantes sanos, aceptaron voluntariamente participar en el estudio. Los
criterios de inclusion empleados en este estudio fueron: tener 65 afios o mas, no
padecer trastornos cardiacos, carecer de implantes metalicos de columna vertebral o
cualquier otra patologia que les impidiera la realizacion regular de ejercicios fisicos y
gue no estuvieran empleando, con anterioridad a la fase experimental,
medicamentos hormonales o antinflamatorios. Posteriormente, a los participantes
seleccionados se les informd detalladamente sobre los propdsitos, riesgos y/o
posibles beneficios asociados con la participacidon en el estudio. Igualmente, se les
solicité a todos los admitidos en el estudio que manifestaran su consentimiento por
escrito (investigacion revisada y aprobada por el Comité de Etica de la Universidad de
Ledn y que sigue la Declaracion de Helsinki) (World Medical Association General

Assembly, 2001).

Seguidamente, los participantes fueron asignados aleatoriamente a uno de los
cuatro grupos experimentales: 13 al grupo control (GC), 15 al grupo de
entrenamiento de fuerza (GF), 16 al grupo de entrenamiento de resistencia (GR) y 15
al grupo de entrenamiento de vibracién (GV). No existia experiencia previa a la

realizacion de entrenamientos regulares por parte de ninguno de los participantes.

Cada voluntario completd una ficha donde se les pidié informacidn sobre los
datos sociodemograficos, ademds de un cuestionario sobre los factores de riesgo
cardiovascular y osteomuscular. De igual manera, todos los participantes
cumplimentaron otro cuestionario de contraindicaciéon para la practica deportiva
(Physical Activity Readiness Questionnaire, PAR-Q) (Warburton et al., 2011).
Posteriormente, se les realizd una exhaustiva valoracion médica, asi como la
obtencidn de datos de presion arterial para finalmente realizar un electrocardiograma

(ECG). Las variables antropométricas (Tabla 1) también fueron determinadas en cada
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uno de los participantes del estudio: estatura (estadidmetro Detecto D52, Webb City,
MO, EE.UU.), peso corporal (bdscula Cobol 20™, Barcelona, Espafia), ademas del
indice de masa corporal (IMC) mediante la relacién existente entre la masa vy el

cuadrado de la estatura a través de la siguiente formula:

masacorporal _ Kg

IMC = nasacorporal _ »9
(estatura)”  m’
n | Edad (afios) | Estatura (m) | Peso (kg) | IMC (kg/m?)
Grupo Control (GC) |13| 70,7 + 09 | 158 + 0,09|681 + 25 |270 + 0,8
Grupo
entrenamiento | 1ol 691 + 11 | 157 + 014|674 + 23 | 272 + 06
fuerza
(GF)
Grupo
entrenamiento |11 696 + 10 | 1,61 + 012|706 + 31 | 269 + 07
resistencia
(GR)
Grupo
entrenamiento | 1ol 290 + 15 | 156 + 017|657 + 31 | 268 + 1,0
vibracion
(GV)

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de los participantes. Edad (afios). Altura (cm). Peso (kg).
indice de masa corporal (kg/m?). Los datos se expresan como media + EEM

También en el presente estudio participaron 8 jovenes (todos varones), con la
finalidad de conocer los valores de referencia de las variables de este estudio en un
grupo de personas con sus capacidades funcionales en plenitud. De esta manera se
puede conocer si, tras la realizaciéon de los diferentes programas de entrenamiento,
los valores en determinados genes de autofagia se acercan a los valores de los
jovenes. Nunca ha sido la intencion comparar ambos grupos. Las caracteristicas
descriptivas de los jovenes incluidos en el estudio fueron: edad de 26,9 + 1,3 afos,

estatura 1,80 + 0,80 m, peso 83,2 + 4,7 kg e IMC 25,4 + 0,80 kg/m?>.
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1.3 EVALUACION ERGOMETRICA SUBMAXIMA

Para determinar el consumo de oxigeno (VO,) de los participantes en el
estudio, se realizd una ergoespirometria, con andlisis de gases espirados, hasta
alcanzar entre el 80 y 85% de la frecuencia cardiaca tedrica maxima. De esta manera,
se establecié individualmente la relacién existente entre el VO, y la frecuencia
cardiaca. Una vez establecida esta relacidon para cada uno de los participantes, se
estimé el VO, maximo extrapolando esta relacion hasta la frecuencia cardiaca tedrica
maxima. La prueba fue monitorizada mediante EGC de 10 derivaciones para descartar

problemas cardioldgicos, al menos, hasta esa intensidad de esfuerzo.

La ergometria se realizé sobre un cicloergémetro (Ergoline-Ergo-metrics 900,
Germany, Berlin), con una carga inicial de 20 vatios e incrementos de 20 vatios cada

minuto, hasta alcanzar la frecuencia cardiaca objetivo.

1.4 VALORACION DE LA FUERZA MAXIMA DINAMICA (1RM)

La fuerza maxima dindmica fue determinada una semana antes y una después
del periodo de entrenamiento para cada uno de los participantes. Antes de comenzar
la evaluacion de la fuerza, los participantes realizaron un calentamiento
estandarizado de 10 minutos en una bicicleta ergometria (Tunturi F35, Tunturi ®,
Turku, Finlandia) ejercitdndose a una frecuencia cardiaca entre 80 y 100 latidos por
minuto (lpm). Se evalud la fuerza maxima dindmica de los extensores de rodilla en
una prensa de piernas inclinada a 45° (Gervasport™, Madrid, Espafia) (Fig. 10), las de
los musculos flexores del codo en un banco para biceps (Gervasport) y la de los
pectorales (contractor pectoral) en una maquina de pectoral contractor (MEP BH
Fitness Nevada Pro-T ® Espafia). La fuerza maxima dindmica (una repeticion maxima,
1RM) de los extensores de la rodilla y de los flexores del codo se llevd a cabo usando
el protocolo “The National Strength and Conditioning Association (NSCA)” (Baechle
and Earle, 2000). En el caso de la prensa de piernas ya descrita se evalud, de forma
bilateral, realizando un movimiento desde 902 de flexidn hasta 1802 grados en

extension de la rodilla; con una carga inicial, a modo de calentamiento, de 1,2 por el
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peso correspondiente de la persona. En el caso de la flexion del codo y contractor de
pectoral, la carga inicial fue el 50% de la fuerza maxima esperable. Progresivamente
se iba incrementando la carga (entre 15 y 25 kg, en la prensa; en 3 en el contractor y
en 2 en la maquina de biceps), en funcidn de la percepcidn subjetiva del esfuerzo, o
disminuyendo a una carga intermedia respecto a la ultima repeticion valida, si no
alcanzaba la carga anterior. Las pruebas de 1RM concluian cuando los participantes
no lograban superar una resistencia dada dos repeticiones sucesivas. Fueron
necesarios entre 4 y 5 intentos para conseguir 1RM. Para cada uno de los test, se
dieron algunas instrucciones bdsicas sobre la posicién correcta del cuerpo en cada
una de las pruebas. De esta forma, con la finalidad de evitar lesiones; se les pidié que
la cabeza y espalda descansaran sobre las superficies acolchadas de la plataforma, asi
como que mantuviesen las manos sobre el asidero lateral durante el momento del

esfuerzo.

B 2

Figura 10. Evaluacion de las manifestaciones de la fuerza (press de piernas).

El protocolo fue similar para 1RM de biceps al descrito anteriormente y
partiendo de una posicion inicial de extensidon del codo de unos 160° se realizaba el
recorrido completo hasta alcanzar una posicidn final préxima a 90° de flexién de codo
(Fig. 11). El contractor de pectoral bilateral se realizé con la espalda apoyada sobre el
respaldo de la silla, los antebrazos contra el acolchado de la maquina, los brazos en
ubicacién de 90°, los codos flexionados a 90° y las manos agarrando el asidero de la
magquina. En esta posicion, se debia completar todo el recorrido que ofrece la

maquina, hasta intentar juntar el asidero de un lado con el del otro en el plano
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sagital. Para 1RM de biceps y contractor pectoral, tras cada intento se les daban 2

minutos de recuperacion.

Figura 11. Evaluacion de las manifestaciones de la fuerza (curl de biceps).

1.5 VALORACION DE LA FUERZA MAXIMA ISOMETRICA

Para la evaluacién de la fuerza maxima isométrica (FMI) se empled una célula
de carga o galga extensiométrica (Globus Ergometer ®) con frecuencia de muestreo
de 1000 Hz y el software Globus Ergo Tester v1,5, Italia. La FMI de los extensores de
rodillas se realizé en una prensa inclinada a 452 (Gervasport™, Madrid, Espafia). La
galga estaba interpuesta entre dos eslabones consecutivos de una cadena, fijandose
la cadena a la parte baja del soporte del asiento y el otro extremo a la plataforma
sobre la que se ejerce la fuerza de presién maquina. La posicién de muslo y pierna
formaban un angulo de 90°, posteriormente se realizé una tensidn isométrica maxima
del cuddriceps femoral durante 5 segundos. Para la FMI de curl de biceps se empled
una maquina de curl de biceps (Gervasport™, Madrid, Espafia). La cadena que
contenia la célula se fijé por un extremo al piso en una base metalica, mientras el otro

extremo se asegurd en la barra de los asideros para realizar la flexién de brazos. El
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angulo de ejecucion de la prueba fue de aproximadamente 110° de flexién de los
codos (Fig. 12). Durante 5 segundos los participantes realizaron una contraccién
maxima de los flexores de codo, después de lograr dos intentos efectivos en la
ejecuciéon se registrd el valor mas alto obtenido. Los angulos de las articulaciones

fueron verificados con un goniémetro (TEC®, Espaiia).

Figura 12. Evaluacidn de las manifestaciones de la fuerza (pectoral contractor)

1.6 PROTOCOLOS DE ENTRENAMIENTO

1.6.1 Entrenamiento de fuerza

Los participantes pertenecientes al grupo de entrenamiento de fuerza
completaron 16 sesiones de entrenamiento a lo largo de 8 semanas (2 sesiones por
semana), con al menos 48 horas de recuperacién entre cada una de las sesiones. El
programa se inici6 una semana después de las evaluaciones y cada sesion de
entrenamiento comenzaba con un calentamiento estandarizado de 10 min en
cicloergédmetro, seguido de tres ejercicios de resistencia tanto para el tren superior
como inferior: press de piernas, curl de biceps y pectoral contractor (realizados en los
mismos aparatos descritos anteriormente para la evaluacion de la fuerza maxima).

Las repeticiones y cargas fueron incrementandose progresivamente, siguiendo el
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protocolo que se detalla en la Tabla 2. La recuperacion entre las series fue de fue de 2

min y de 5 min entre cada grupo muscular.

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8

Sesiones por semana 2 2 2 2 2 2 2 2

Series x repeticiones 3x8 | 3x10 | 3x12 | 3x8 | 3x10 | 3x12 | 3x8 | 3x10

Carga (% 1RM) 60% [ 60% | 60% | 70% | 70% | 70% | 80% | 80%

Tabla 2. Programa de entrenamiento de fuerza. Cada sesion de entrenamiento se dividio en
prensa de piernas, flexor de biceps, pectoral contractor.

1.6.2 Entrenamiento de resistencia

El protocolo del grupo de entrenamiento de resistencia (GR), fue
disefiado para que los participantes pedalearan en una bicicleta estatica,
incrementandose progresivamente la carga. Para ello se realizaron dos sesiones de
entrenamiento a la semana, con al menos uno de descanso entre dos sesiones
consecutivas, para completar un total de 16 sesiones. Cada participante usaba un
monitor de frecuencia cardiaca (Polar, Lake Success, NY, EE.UU.) programado para
registrar el ritmo de la frecuencia cardiaca alcanzado en cada entrenamiento. El
protocolo fue disefiado en tres etapas para cada sesidon. Primero comenzaban
pedaleando con 5 minutos sin carga luego, desarrollaban un trabajo continuo entre el
70y 75 % de la frecuencia cardiaca tedrica maxima y a partir de la tercera semana se
intercalaban sprint de 1 minuto conforme a la tabla 3. Finalmente, para lograr el
descenso de la frecuencia cardiaca se bajaba la intensidad gradualmente y se
continuaba pedaleando por un lapso de 5 minutos. Las caracteristicas del protocolo
empleado se pueden ver en la Tabla 3 y el perfil detallado de una sesién en la Figura

13.
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min | %HRmax | min | min | min | min | min | Mmin | Mmin | Min | Mmin | min
1 25 70% 5 5

1
2 25 70% 5 5
3 25 70% 5 5

2
4 25 70% 5 5
5 26 75% 5 1 7 1 7 5

3
6 25 75% 5 1 6 1 6 1 5
7 27 75% 5 1 7 1 7 1 5

4
8 25 75% 5 1 6 1 6 1 5
9 23 75% 5 1 5 1 5 1 5

5
10 | 28 75% 5 1 5 1 5 1 5 5
11 29 75% 5 1 5 1 5 1 5 1 5

6
12 28 75% 5 1 5 1 5 1 4 1 5
13 27 75% 5 1 5 1 5 1 4 1 5

7
14 | 27 75% 5 1 4 1 5 1 4 1 5
15 26 75% 5 1 4 1 4 1 4 1 5

8
16 | 30 75% 5 1 4 1 4 1 4 1 4 5

Tabla 3. Programa de entrenamiento de resistencia. Cada sesion de entrenamiento incluia
tres etapas: acondicionamiento 5 min hasta 70% FCmex, periodos de esfuerzo mdximo con
intervalos de menos intensidad segun él % de FCmax y finalmente 5min de descenso de la FC.

La figura 13, muestra un perfil de las sesiones de entrenamiento de resistencia,
basadas en tres periodos de maximo esfuerzo y dos periodos de menos intensidad.
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Intervalo 1 Intervalo 2 Intervalo 3
S 75% FCmax A 75% FCmax
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minutos 0 5 6 13 14 21 22 28
SESION 10

Figura 13. Representacion grdfica de una sesion de entrenamiento de resistencia. Sesion #
10 realizada en la 5 2 semana del programa. La sesién de ciclismo consistié en un total de 28
min: 5’ de calentamiento, 3 periodos de intervalos de 1’ de maximo esfuerzo, 2 etapas al 75%
de la FCmaxy una final de 5’ de descenso de FC.

1.6.3 Entrenamiento de vibracion

Los voluntarios que fueron asignados al GV (grupo de entrenamiento de
vibracién) realizaron sesiones de entrenamientos en una plataforma de vibratoria
(Fitvibe, Gymna Uniphy NV, Bilzen, Belgium) durante las 8 semanas que se prescribian
en el protocolo de entrenamiento de la fase experimental. Cada sesion comenzaba
con un acondicionamiento de 10 minutos en bicicleta ergométrica para,
posteriormente, continuar con ejercicios estdticos o dinamicos (dependian del
protocolo de entrenamiento de cada sesidon) sobre la plataforma de vibracion y
siempre sujetos o apoyados en el soporte vertical de la maquina. Los ejercicios
correspondian a: media sentadilla con angulo entre 120° y 130° de flexion de rodillas
(Fig. 14A), sentadilla a 90° con apoyo de la espalda sobre el soporte de la maquina
(Fig. 14B), sentadilla en cuclillas separando los pies y las rodillas (Fig. 14C), y en
flexion plantar con el talén elevado con angulo de flexién de rodillas entre 120° y
130° (Fig. 14D). El volumen del entrenamiento (repeticiones y tiempo), asi como, la
frecuencia de cada sesién se fue incrementando gradualmente en cada semana de

manera progresiva. El disefio del protocolo, se detallada en la Tabla 4.

La amplitud del desplazamiento de la superficie de la maquina vibratoria fue
constante de 4mm, y la frecuencia de la oscilacion varié a lo largo de las 8 semanas

entre 20y 35 Hz.
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Volumen Intensidad
3 2 o 8 02| £
g =32 5 > g 28| 5, 38 3
< S E ‘S 05 So| o £ | g =
S S e B s o So| 2% o 5 ©
& 2 9 293 So| 59 E| 3| 3
3 o & TR 3%3%| 2 < | = 2
el © 9 S| 8
sesiones/sem | A B C D s min | mm | Hz
1 2 1 1 1 - 30 5 4 20 | Estatico
2 2 1 1 1 1 30 5 4 25 | Estatico
3 2 2 2 1 1 30 5 4 | 30 | Estatico
4 2 1 1 2 2 30 5 4 30 | Dindmico
5 2 2 2 1 1 45 5 4 35 | Dindmico
6 2 1 1 2 2 45 5 4 | 35 | Dindmico
7 2 2 1 2 2 60 5 4 | 35 | Dindmico
8 2 1 2 2 2 60 5 4 35 | Dindmico

Tabla 4. Programa de entrenamiento de vibracion cuerpo completo. Se muestra cada sesion
con la modalidad del ejercicio, frecuencia, volumen e intensidades. (A) media sentadilla, (B)
sentadilla profunda, (C) postura en cuclillas, (D) gemelos.

Figura 14. Entrenamiento de vibracion de cuerpo completo. Cada sesién consistid en
ejercicios estaticos o dinamicos: (A) media sentadilla, (B) sentadilla profunda, (C) postura en
cuclillas y (D) gemelos.

53



Tesis doctoral Yubisay N. Mejias Pefia

1.7. OBTENCION DE CELULAS SANGUINEAS

Se recogié un volumen de 30 ml de sangre por puncion de la vena
braquiocefdlica, entre 5 y 6 dias antes y después del periodo de entrenamiento,
usando el sistema Vacutainer (BD, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) con 4acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y heparina como anticoagulantes, siempre a la

misma hora y en condiciones de ayuno de 8 horas.

Las muestras recogidas con heparina se usaron para el recuento leucocitario

gue se realizé mediante recuento en una camara de contaje estandar.

La sangre con EDTA, se centrifugd a 1500 xg durante 10 min (4 °C) para
separar el plasma. Con el resto de la muestra, reconstituida con PBS (tampdn fosfato
salino), se llevd a cabo un gradiente de densidad con solucién separadora de Ficoll
(Biochrom AG, Berlin, Alemania) para proceder al aislamiento de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCS, del inglés peripheral blood mononuclear
cells) (Cuevas et al, 2005). Una vez aspirada la interfaz correspondiente a dichas
células, se transfirieron a un nuevo tubo donde se afiadié PBS hasta un volumen final
de 10 ml y se centrifugd a 890 xg (a temperatura ambiente) durante 10 min.
Posteriormente, se decantd el PBS y se resuspendid el precipitado en 1 ml de PBS,
seguido de una ultima centrifugacion de 5 min a 2630 rpm, para finalmente extraer

cuidadosamente el sobrenadante y congelar el precipitado de PBMCS a -80 °C.

1.8. CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

La cuantificacion de proteinas totales en una muestra de células
mononucleares se llevd a cabo mediante una modificacién del método de Bradford
(Bradford, 1976). El primer paso consistio en la realizacién de una recta patrén de
concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA) para, posteriormente,

interpolar las muestras de concentracion desconocida. Brevemente, tras la adicion de
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40 pl de reactivo de Bradford (Biorad, Hercules, CA, EE.UU.) en cada microcubeta de
una placa de 96 pocillos se afiadieron 2 pl de muestra o patrén, segun corresponda. A
continuacion se leyd la absorbancia a 595nm en un lector de placas. La absorbancia
debe haber aumentado gracias a la unién del Bradford con las proteinas que contiene

la muestra y la recta patron.

1.9. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Las células mononucleares se homogeneizaron en 150 pl de tampdn de
sonicacion al que previamente se le habia anadido una mezcla comercial de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) Tras el
analisis de la concentracién de proteina por el método Bradford, se tomé una
cantidad de muestra equivalente a 40 ug de proteina, para su separacion mediante
electroforesis en geles de diferentes porcentajes de poliacrilamida con dodecil sulfato
sédico (SDS). Para el andlisis de Beclin-1, Atgl2, Atgl6, LAMP-2 y fosfo-ULK-1 se
usaron geles del 8%; para TLR2, TLR4 y TRIF geles al 9%; del 12% para MyD88 y
finalmente para LC3A/B (LC3I/1l) y SQSTM1/p62 geles al 13%. Ademds, en cada uno
de los geles también se analizd la proteina B-actina con el fin de verificar que se habia

cargado la misma cantidad de proteina.

Una vez separadas las muestras, fueron transferidas a una membrana de PVDF
Immobilon-P (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) mediante el sistema Trans Blot Turbo
Transfer (Biorad, Hércules, CA, EE.UU.). La membrana se incubd a continuacion,
durante media hora, en solucion de bloqueo (2,5% de leche en polvo desnatada en
PBS-t) a 37 °C, para proceder posteriormente a su exposicién, a 4 °C durante toda la

noche, con un anticuerpo especifico para cada proteina (Tabla 5).

A la mafana siguiente, la membrana se lavd 8 veces con PBS-t y
posteriormente se incubd durante una hora con un anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Dako, Glostrup, Dinamarca) adecuado al
origen del primer anticuerpo. Luego, la membrana se lavd 12 veces con PBS-t y

posteriormente, se incubd la membrana con una mezcla comercial de HRP y
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guimioluminiscencia (Luminol Reagent, Santa Cruz Biotechnology) y se expuso a
peliculas fotograficas (Amersham Hyperfilm ECL, Amersham, Little Chalfont, Reino
Unido), para su revelado. El ultimo paso consistié en la cuantificacién mediante

densitometria, utilizando para ello el programa Image J (Bethesda, MD, EE.UU.)

Antibody Mole.cular Commercial reference
weight
TLR2 90-100 kDa Santa Cruz Biotechnology sc-8690
TLR4 95 kDa Santa Cruz Biotechnology | sc-293072
MyD88 33 kDa Santa Cruz Biotechnology | sc-11356
TRIF 66 kDa Abcam® ab13810
LC3A/B 14-16 kDa Cell Signalling Technology® 12741

Phospho-ULK1 140-150 kDa | Cell Signalling Technology” | 6888
(ULK1)

SQSTM1/p62 60 kDa Cell Signalling Technology® 5114
Atgl2 21 kDa Santa Cruz Biotechnology | Sc-68884
Atgl6 63/71 kDa Santa Cruz Biotechnology | Sc-70133

Beclin-1 60 kDa Santa Cruz Biotechnology | Sc-11427
LAMP-2 120 kDa Santa Cruz Biotechnology Sc-5571
B-actina 42 kDa Sigma-Aldrich A5060

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de western blot para detectar y
cuantificar proteinas especificas. Abcam® (Cambridge, UK, USA); Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA); Cell Signalling Technology® (Beverly, MA, USA) and Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA)

1.10. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se presentaron como la media + el error estandar de la media

(EEM). Para verificar la distribucién normal de los datos se utilizé el test de Saphiro-
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Wilk. Todos los datos se analizaron estadisticamente usando un andlisis de varianza
(ANOVA) con medidas repetidas para los grupos (GC, GF, GR y GV) y tiempo (pre y
post). Se utilizé un analisis post hoc con correccidon Bonferroni, cuando fue preciso. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0.05. Todos los
analisis se llevaron a cabo usando el programa SPSS, versién 21 (SPSS Inc., Chicago, IL,

EE.UU.).
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4.1. FUERZA MAXIMA

Los resultados obtenidos de la fuerza maxima dinamica (1RM) para press de
piernas, curl de biceps y contractor de pectoral se muestran en la tabla 6, asi como
también se representan los datos obtenidos de la evaluacién de la fuerza.maxima

isométrica (FMI). Todos los valores se representan como la media + EEM.

No se aprecian diferencias significativas, entre los grupos en ninguna de las
manifestaciones de la fuerza analizadas antes de la intervencion de los programas de

entrenamiento fisico.

En los valores que se muestran del grupo GC, se observa que no existen
cambios significativos en ninguno de los test de fuerza realizados, tanto de fuerza
maxima dinamica (1RM) como de fuerza maxima voluntaria isométrica (FMI), tras 8

semanas de intervencion.

4.1.1. Efecto de un programa de entrenamiento de fuerza

Los valores obtenidos para el GF muestran un incremento significativo tras el
entrenamiento para los test de 1RM de press de pierna (p < 0,03), curl de biceps (p <
0,04) y pectoral contractor (p < 0,04). De igual manera, como puede observarse en la
tabla 6, los valores de fuerza maxima para el test de FMI también fueron
significativamente mayores después de 16 sesiones de ejercicio de resistencia de
press de pierna (p < 0,05) y curl de biceps (p < 0,04). Ademas se observd que existen
diferencias significativas al comparar estos resultados con los valores obtenidos para
el GC (1RM de press de pierna, p < 0,05; 1RM de curul de biceps, p < 0,05; 1RM de
pectoral contractor, p < 0,05; FMI de press de pierna, p < 0,04; FMI de curl de biceps,
p <0,05).
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4.1.2. Efecto de un programa de entrenamiento de resistencia

En la tabla 6, los valores revelan que tras la intervencién del programa de
entrenamiento de resistencia la valoracién de la fuerza maxima para el GR, no existen
cambios significativos en la mayoria de los test realizados. Sin embargo, en la FMI de
press de piernas se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) al
comparar estos valores con los resultados descritos para GC. De igual manera
tampoco se evidencian diferencias significativas para el resto de los parametros

analizados excepto en el FMI de press de pierna (p < 0,04).

4.1.3. Efecto de un programa de entrenamiento de vibracion

En los test realizados para evaluar la fuerza maxima en el GV, se observa que
se elevaron significativamente algunos de los valores analizados en este grupo, al
comparar con los resultados previos y después de realizar las 8 semanas de
entrenamiento (1RM de press de pierna p < 0,04 1RM de pectoral contractor p < 0,05
y en FMI de press de pierna p < 0,04 FMI de curl de biceps p < 0,05). Como se
representa en la tabla 6, también se obtuvieron diferencias significativas entre
algunos de los valores de GV y los descritos para GC (1RM de press de pierna p < 0,05

1RM de pectoral contractor p < 0,05 FMI de press de pierna p < 0,03 FMI de curl de

biceps p < 0,05).
. , Pectoral
Press de pierna Curl de biceps ectora
contractor
1RM FMI 1RM FMI 1RM
Pre [160,4|+| 13,5 | 96,3 || 13,1 [(19,0|x| 3,2 |151|x| 2,1 |25,7|%]| 4,0
Grupo Control
(GC)
Post |171,3|+| 18,2 | 98,1 |+| 158 |212|+| 4,8 |16,3|x| 3,3 [27,6|x| 54
Pre [157,0|+| 13,1 (1098 || 12,2 (19,7|x| 3,1 |13,2|x| 1,1 |24,1|%x]| 4,3
Grupo de
entrenamiento
de fuerza (GF)
Post |198,4|+|14,3*%|137,4|+|12,8%(26,0|+|3,2*"|19,4|+|2,0%|31,5|+|5,0**
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Grupo de Pre |168,6|+| 12,4 (1088 |+| 10,4 |165|+| 2,5 |16,1|£| 2,6 254 |*| 4,6
entrenamiento
de resistencia

(GR)

Post [177,1|#| 10,1 |127,9|+|11,3*|17,4|%| 2,2 |17,7|%]| 2,2 |27,0|%| 4,3

Grupo de Pre |160,0|+| 13,5 [106,7 |+ | 158 |153|+| 2,0 |141|+| 2,0 |257|+| 3,5
entrenamiento
de vibracion

(GV) Post |190,4 | +|18,7*"(140,4 |+ |16,7**|16,6 |+| 2,2 |18,8 |+ |2,2*"|30,1|+|4,8**

Tabla 6. Fuerza mdxima antes (pre) y después (post) del periodo de entrenamiento de 8
semanas. Los valores representan la media + EEM. Grupo control (GC), grupo de
entrenamiento de fuerza (GF), grupo de entrenamiento de resistencia (GR) y grupo de
entrenamiento de vibracion (GV) durante una repeticion maxima (1RM) y fuerza maxima
isométrica (FMI) en kilogramos (kg). * Diferencias significativas en comparacion con el valor
basal, en el mismo grupo; # diferencias significativas comparadas con el grupo control.

4.2. CONSUMO DE OXIGENO
Los resultados obtenidos respecto a la variable fisiolégica, consumo de

oxigeno (VO;max), estimado a través de un test submaximo en cicloergdmetro, se

muestran en la Tabla 7.

En los valores del GC se observa que no existen diferencias significativas antes y

después de 8 semanas de rutina diaria de este grupo.

VOzmax

Grupo control (GC) Pre 3051¢ 113

Post 30,7 | +|1,5

Grupo de entrenamiento de Pre 30,3|£|0,9

ejercicio de fuerza (GF) Post 323 |+ |11

Grupo de entrenamiento de Pre 31,0 | £ | 1,3
resistencia (GR) Post 375 |+ | 1,7%

Grupo de entrenamiento de Pre 30,7 | £ |11

vibraciéon (GV) Post 311 |+ )13
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Tabla 7. Consumo de oxigeno mdximo antes (pre) y después (post) de un periodo de
entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media + EEM. Grupo control
(GC), grupo entrenamiento de Fuerza (GF), grupo entrenamiento de resistencia (GR) y grupo
de entrenamiento de vibracién (GV). Valores en (ml/kg/min) *Diferencias significativas
respecto al valor basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacion con el
grupo control.

4.2.1. Efecto de un programa de entrenamiento de fuerza

Los resultados del consumo de oxigeno maximo reportados tras la evaluaciéon
indican que no existen diferencias estadisticamente significativas en el grupo GF al
comparar los valores previos y posteriores a las 16 sesiones de ejercicios de fuerza
gue este grupo realizd. Tampoco se observaron diferencias al comparar estos datos

con los obtenidos por GC.

4.2.2. Efecto de un programa de entrenamiento de resistencia

En el test submaximo de consumo de oxigeno que se aplicé para el GR se
observaron valores incrementados (p < 0,03) entre los valores antes y después de las
8 semanas de ejercicios aerdbicos realizados por este grupo. De igual manera, se
observan cambios significativos (p < 0.02) al comparar estos resultados con los

obtenidos por GC.

4.2.3. Efecto de un programa de entrenamiento de vibracion

Los datos obtenidos para GV tras la realizacion del test de consumo de
oxigeno, antes y después del programa de entrenamiento, muestran que no
existieron cambios significativos entre ambos puntos, asi como tampoco al comparar

estos resultados con los obtenidos del GC.
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4.3. EFECTO DE DIFERENTES PROGRAMAS DE ENTRENAMIENTO FiSICO SOBRE
LAS RUTAS DE SENALIZACION DE LA AUTOFAGIA

Aunque existen multiples investigaciones que asocian el envejecimiento con
un descenso del proceso autofagico (Cuervo and Macian, 2014), el presente estudio
tuvo, como primer objetivo, confirmar que la actividad autofagica se encontraba
reducida en los ancianos participantes en el mismo. Para ello, se analizaron los
contenidos proteicos de dos marcadores del proceso autofagico, el ratio LC3I1/LC3I y
beclin-1, en un grupo de 8 sujetos jovenes y se compararon con los ancianos, ambos
en condiciones basales y sin haber realizado ningun tipo de ejercicio en las ultimas

seémanas.

En la figura 15 se puede observar como el ratio LC3II/LC3l es
significativamente menor en las células mononucleares de ancianos comparado con

el grupo de jovenes (p < 0.04).

[Tac]] e —
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LC3 11/ LC3 I ratio

Jévenes Anclanos

Figura 15. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de LC31 y LC3Il en
PBMLCS de jovenes y ancianos. Los valores se presentan como la media + EEM. *Diferencias
significativas respecto al valor basal de jévenes.

Los contenidos basales de la expresién proteica de beclin-1, en células

mononucleares de jévenes y ancianos, se muestran en la figura 16. Este resultado
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puso de manifiesto una marcada disminucion de la proteina beclin-1 en los sujetos de

edad avanzada respecto a los jovenes (p <0.03).
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Figura 16. Cuantificacion densitométrica y Western blot representativo de beclin-1 en
PBMCS de jovenes y ancianos. Los valores se presentan como la media + EEM. *Diferencias
significativas respecto al valor basal de jévenes.

Una vez comprobado el declive de la autofagia con la edad, se procedio a
analizar los efectos de los diferentes programas de entrenamiento propuestos sobre
la actividad autofdgica en sujetos ancianos. Para ello, se analizaron las
concentraciones proteicas de LC3Il, LC3l, p62/SQSTM1 y LAMP-2 protein en PBMCSs
de los ancianos. Ademas, con objeto de seguir profundizando en la compleja relacién
entre ejercicio fisico, autofagia y edad, también se midié, por Western blot, la
expresion diferentes proteinas involucradas en la iniciacién del proceso autofagico:

Atgl2, Atgl6, beclin-1y la forma fosforilada en la serina 57 (Ser757) de ULK-1.

4.3.1. Efecto de un programa de entrenamiento de fuerza

Los resultados obtenidos tras el analisis de la expresion proteica de LC3l y
LC3II para el grupo GF (Fig. 17A) no mostraron cambios significativos entre los valores
previos y posteriores a la realizacion del entrenamiento aerobico. Al contrastar estos
datos con los descritos en el grupo control, tampoco se identificaron diferencias
significativas. Por tanto, como cabia esperar a la vista de estos resultados, el ratio

proteico LC3Il/LC3I, tampoco se vio modificado por efecto del entrenamiento.
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Los resultados de la expresion proteica de p62/SQSTM1 tras completar las 8
semanas de ejercicios de fuerza que el grupo GF llevé a cabo (Fig. 17B), pusieron de
manifiesto como la actividad fisica realizada a lo largo de las 16 sesiones tampoco

modificé los valores proteicos iniciales de p62/SQSTM1.

6C GF
Pre Past Pre Post

A L3l |- e o aup
LC3 (| |- — . —

B Acting | e e o

160 - @Pre @ Post
Q
. 120 -
£ T
g =
=
490
g
Q
GC GF
B Mﬁm mﬁm
resasmes = —— ]
B-Acna (S S - —
160 HPre BPost
g 120
I I
g
8, 80
2
E 40
]
GC GF

Figura 17. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de LC3I, LC3Il (A) y
p62/5QSTM1 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de
entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media £ EEM. Grupo control

(GC) y grupo entrenamiento de fuerza (GF).

67



Tesis doctoral Yubisay N. Mejias Pefia

En relacién a los genes relacionados con la autofagia, Atgl2 (Fig. 18 A) y Atgl6
(Fig. 18B), los contenidos de proteina pusieron de manifiesto como el entrenamiento
de fuerza realizado por este grupo estimulé un aumento significativo (p < 0,03 y p <
0,02 respectivamente), si tenemos en cuenta los valores iniciales del propio grupo. El
mismo efecto se detectd cuando se realizdé la comparacidon con el grupo control

después de 8 semanas de intervencién (Atgl2, p < 0,03; Atgl6, p < 0,02).
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Figura 18. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de Atgl2 (A) y
Atgl6 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de
entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media * EEM. Grupo control
(GC) y grupo entrenamiento de fuerza (GF) *Diferencias significativas respecto al valor basal
del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el grupo control.
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El entrenamiento de fuerza realizado por los sujetos del grupo GF puso de
manifiesto un efecto diferenciado del mismo sobre los contenidos proteicos de
beclinl y la forma fosforilada de ULK-1 (Fig. 19A y 19B). Mientras que fosfo-ULK-1
disminuyd significativamente (p < 0,05) tras finalizar el entrenamiento, los valores de
beclin-1 se incrementaron (p < 0,05), como resultado de las 8 semanas de ejercicios
realizados. Al contrastar ambos valores con los obtenidos para el grupo sedentario, se
evidencio la misma tendencia; es decir, una disminucion en la fosforilacion de ULK-1

acompafiada de un incremento en la proteina beclin-1 (p < 0,05).
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Figura 19. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de Ser757
FosfoULK-1 (A) y beclin-1 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un
periodo de entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media + EEM.
Grupo control (GC) y grupo entrenamiento de fuerza (GF) *Diferencias significativas respecto
al valor basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el grupo
control.
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Como se muestra en la figura 20, los resultados de la expresion proteica de la
proteina del lisosoma LAMP-2 indican que la expresion de esta proteina se
incrementd significativamente después del programa de entrenamiento de fuerza
desarrollado (p < 0.05). Ademas los valores posteriores al entrenamiento en el grupo
GF fueron significativamente mayores que los obtenidos en el grupo control tras la

intervencién (p < 0.05).
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Figura 20. Cuantificacion densitométrica y Western blot representativo de LAMP-2 en
PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de entrenamiento de 8
semanas. Los valores se presentan como la media + EEM. Grupo control (GC) y grupo
entrenamiento de fuerza (GF). *Diferencias significativas respecto al valor basal del mismo
grupo. #Diferencias significativas en comparacion con el grupo control.

4.3.2. Efecto de un programa de entrenamiento de resistencia

Como se ilustra en la figura 21A, se detectd un incremento significativo en el
ratio LC3II/LC3I en respuesta al protocolo de ejercicio aerdbico (p < 0.04), con valores
para el grupo GR superiores a los encontrados en el grupo control después de 8
semanas de intervencion (p < 0.04). Por el contrario, la expresion de la proteina
p62/SQSTM1 mostré un descenso estadisticamente significativo (p < 0.05) después
del entrenamiento. En esta linea, los contenidos proteicos de p62/SQSTM1 fueron
significativamente menores a los obtenidos para el grupo sedentario en mismo punto

de muestreo (p < 0.05) (Fig. 21B).
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Figura 21. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de LC3I, LC31l (A) y
p62/SQSTM1 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de
entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media £ EEM. Grupo control
(GC) y grupo entrenamiento de resistencia (GR) *Diferencias significativas respecto al valor
basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el grupo control.

El programa de entrenamiento aerdbico dispard un incremento significativo
en las concentraciones proteicas de Atgl12 y Atgl6 comparado con los datos previos y
posteriores a las 16 sesiones de ejercicio de resistencia (p < 0.03 y p < 0.05,
respectivamente). Los valores de ambas proteinas Atg también mostraron un

aumento significativo (Atgl2, p < 0,03; Atgl6, p < 0,05) al contrastarlos con los

resultados correspondientes al grupo GC en el punto post (Fig. 22Ay 22B).
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Figura 22. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de Atgl2 (A) y
Atgl6 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de
entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media £ EEM. Grupo control
(GC) y grupo entrenamiento de resistencia (GR) *Diferencias significativas respecto al valor
basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el grupo control.

En la figura 23A se puede observar como el ejercicio de resistencia indujo una
reduccion en la fosforilacién de la Ser757 de la protein ULK-1; es decir, supuso un
descenso en la inhibicién de la autofagia que se tradujo en diferencias significativas
entre el antes y el después de la intervencion (p < 0.04). Tambien se evidencié una

reduccion significativa al comparar estos resultados con los valores obtenidos por el

grupo que siguio con su rutina diaria (p < 0,04).

Esta disminucion en la expression de la forma fosforilada de ULK-1 se
acompafié de un incremento en los contenidos proteicos de beclin-1 en el grupo

sometido al protocolo de ejercicio aerdbico (p < 0.04), los cuales también fueron
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diferentes, desde el punto de vista estadistico, a los valores del grupo sedentario tras

8 semanas de estudio (p < 0.04) (Fig. 23B).
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Figura 23. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de Ser757
FosfoULK-1 (A) y beclin-1 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un
periodo de entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media + EEM.
Grupo control (GC) y grupo entrenamiento de resistencia (GR) *Diferencias significativas
respecto al valor basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el
grupo control.

La figura 24 representa el contenido proteico de LAMP-2 después de 8
semanas de entrenamiento de resistencia o de continuar con la rutina diaria. La

expression de LAMP-2 se mantuvo inalterada en los dos grupos estudiados y en

ambos puntos de muestreo.
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Figura 24. Cuantificacion densitométrica y Western blot representativo de LAMP-2 en
PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de entrenamiento de 8
semanas. Los valores se presentan como la media + EEM. Grupo control (GC) y grupo
entrenamiento de resistencia (GR).

4.3.3. Efecto de un programa de entrenamiento de vibracion

En la Figura 25A se muestra el resultado obtenido para el ratio LC3II/LC3I
después de completar las 8 semanas del programa de ejercicios de vibracién de
cuerpo completo. Tras el analisis de los Western blots correspondientes a LC31 y LC3II
se puso de manifiesto un descenso significativo en el ratio correspondiente (p < 0,05)
tras el entrenamiento. La misma diferencia significativa se obtuvo al contrastar los

valores con los resultados obtenidos de GC (p < 0,05).

El contenido proteico de p62/SQSTM1 tras completar la intervencion (Figura
25B) indica que esta proteina sigue una tendencia identica a la previamente
observada para el ratio LC3II/LC3I, evidencidandose una disminucidn significativa (p <
0,03) al comparar los valores antes y después del entrenamiento en dicho grupo. De
nuevo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas al contrastar el

grupo GV con GC en el momento post (p < 0,03).

74



Resultados

Fre Post fre Post

M — —
oy | =—===

B-A:ﬁni-—»—_.._‘

160 Efre @Post
e 120
&
g : -
ﬁ 80
E 40
(4]
B
GC av

P62 /SQSTM1(%)
& B

-

GC GV

Figura 25. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de LC3I, LC3Il (A) y
p62/SQSTM1 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de
entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media £ EEM. Grupo control
(GC) y grupo entrenamiento de vibracion (GV) *Diferencias significativas respecto al valor
basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el grupo control.

Los valores de la expresion proteica de Atgl2, tras completar el protocolo de
entrenamiento de vibracion (Fig. 26A), muestran como Atgl2 se incrementd
significativamente (p < 0,04) tras las 16 sesiones de ejercicio. En relacién a los valores
del grupo GC, también se detectd un incremento del contenido de Atgl2 en GV (p <
0,04). Sorprendentemente, el andlisis de la expresidn de la proteina Atgl6 (Fig. 26B)
puso de manifiesto un resultado totalmente opuesto y que difiere de los resultados

obtenidos para los otros dos programas de entrenamiento analizados. Atgl6

disminuyd significativamente (p < 0,03) en el grupo que completé el entrenamiento
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de vibracion. Tambien se observaron diferencias estadisticamente significativas tras
contrastar los valores del grupo GV con los valores correspondientes de control (p <

0,03).
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Figura 26. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de Atgl2 (A) y
Atgl6 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de
entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media + EEM. Grupo control
(GC) y grupo entrenamiento de vibracidn (GV) *Diferencias significativas respecto al valor
basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el grupo control.

Para otra de las proteinas del proceso autofagico, ULK-1, el contenido proteico

de su forma fosforilada experimentd un descenso estadisticamente significativo (p
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<0,02) en el grupo entrenado tras compararlo con los valores iniciales. El mismo
resultado se observé cuando se realizd la comparacion con los datos obtenidos en el

grupo sedentario (p < 0,02) (Fig. 28A).

La figura 28B muestra como el entrenamiento de vibracion no fue capaz de
incrementar los contenidos de beclin-1 sino que, por el contrario los disminuyé de
forma significativa tanto al comparar valores iniciales y finales (p < 0,05) como al

comparar GV y GC (p < 0,05).
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Figura 27. Cuantificacion densitométrica y Western blots representativos de Ser757
FosfoULK-1 (A) y beclin-1 (B) en PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un
periodo de entrenamiento de 8 semanas. Los valores se presentan como la media + EEM.
Grupo control (GC) y grupo entrenamiento de vibracion (GV) *Diferencias significativas
respecto al valor basal del mismo grupo. #Diferencias significativas en comparacién con el
grupo control.
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El contenido proteico de LAMP-2 fue significativamente menor (p < 0,03) en
aquellos ancianos que finalizaron las 16 sesiones de ejercicios sobre plataforma de
vibracion. Estos resultados mostraron el mismo patron al contrastarlos con los valores

obtenidos para el grupo control (p < 0,03) (Fig. 29).
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Figura 28. Cuantificacion densitométrica y Western blot representativo de LAMP-2 en
PBMCS de ancianos, antes (pre) y después (post) de un periodo de entrenamiento de 8
semanas. Los valores se presentan como la media + EEM. Grupo control (GC) y grupo
entrenamiento de vibracion (GV) *Diferencias significativas respecto al valor basal del mismo
grupo. #Diferencias significativas en comparacion con el grupo control.

4.4. EFECTO DE UN PROGRAMA DE ENTRENAMIENTO FiSICO SOBRE LA RUTA
DE SENALIZACION DE LOS RECEPTORES TIPO TOLL

Existen evidencias en la literatura que describen como la autofagia puede
regular negativamente la induccién de la inflamacién que se manifiesta en diversas
situaciones, incluida el proceso de senescencia (Netea-Maier et al., 2015). Esta
regulacién podria ser llevada a cabo a través de la respuesta pro-inflamatoria
inducida por los receptores de tipo Toll, y mas concretamente, por el TLR2 y el TLR4.
Tras la estimulacion de ambos receptores se inicia el reclutamiento de diferentes
adaptadores que presentan una secuencia TIR. Uno de los principales mediadores es
el MyD88; sin embargo, ademds de esta cascada de senalizacion algunos TLRs

tambien pueden activar otra via, la ruta dependiente de TRIF (Moynagh, 2005).
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Previo al analisis por técnicas de Biologia Molecular de los diferentes genes

estudiados se procedié al recuento de PBMCS con el fin de descartar si las posibles

variaciones obtenidas podrian deberse a cambios en la distribucion de las

subpoblaciones celulares. En la tabla 8 se puede observar que no existid ninguna

variacion entre los puntos de muestreo antes y despues de los diferentes protocolos

de ejercicio planteados en el estudio. En funcion de los datos obtenidos se decidié no

corregir los resultados en funcion de dichos valores.

(ml/mm3) % % % % %
Leucocitos | Neutrofilos | Eosinofilos | Basofilos | Monocitos Linfocitos
g::';’gc)“"tm' 5,38+1,89 |56,08+6,86 |2,30+1,26 (0,53+0,30 |8,10£2,03 |32,81+5,37
g::';’g c)°°“"°' 5,49+ 1,80 |57,05£7,62 |2,32+1,04 |0,68+0,45 |809+1,385 [31,75+7,84
Grupo de
entrenamiento | g »7+2,25|54,77+8,29 [2,57+2,01 |0,44£0,33 |8,93+1,55 |33,30+8,36
de fuerza Pre
(GF)
Grupo de
entrenamiento | 6,2441,43 |52,80+7,04 |2,26+1,66 |0,59+0,41 |8,82+1,64 |3553+6,81
de fuerza Post
(GF)
Grupo de
entrenamiento | 6 20+2,14 52,14 £8,23 (3,3141,55 |0,51+0,42 |8,07+2,03 |3597 +8,08
de resistencia
Pre (GR)
Grupo de
entrenamiento| ¢ 32 42,52 50,29+ 5,66 [3,11+1,49 |0,44+0,40 |7,76+2,01 |38,39+5,93
de resistencia
Post (GR)
Grupo de
entrenamiento | 5 46 +1,04 | 56,76 £ 9,56 | 2,46+ 0,87 |0,56+0,52 |8,43+1,61 |31,13+9,92
de vibracién
Pre (GV)
Grupo de
512+1,11 |53,60£6,89 |2,50+0,85 [0,56%0,56 |8,39+1,85 |33,61%8,59

entrenamiento
de vibracidn
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Post (GV)

Tabla 8. Distribucion de PBMCS antes (pre)y después (post) de 8 semanas entrenamiento
del grupo control y de entrenamieto. Los valores se presentan como la media + EEM. Grupo
control (GC), grupo entrenamiento de fuerza (GF), grupo entrenamiento de resistencia (GR) y
grupo de entrenamiento de vibracién (GV).

En el caso del grupo que continud con su rutina diaria, la expresion proteica de

los receptores TLR2 y TLR4 no mostré cambios significativos entre las muestras

tomadas inicialmente y tras las 8 semanas.

Los datos obtenidos tras la evaluacion de los valores de MyD88 para GC
revelaron una ausencia de cambios significativos en la expresion de esta proteina. El
mismo patron se observd en la expresion proteica de TRIF; es decir, no se
encontraron cambios estadisticamente significativos en el grupo no sometido a un

programa de entrenamiento fisico (Tabla 9).

TLR2 (%) TLR4 (%) MyD88 (%) TRIF (%)
Pre 100 |+ 8 100 | 4 100 |+| 9 100 || 9
Grupo Control
(GC)
Post 95 |+ 6 100 |+ 8 103 |+| 10 | 105 |+ 8
Pre 100 |+ 10 100 |+ 7 100 |+| 10 | 100 |+ 9
Grupo de
entrenamiento
de fuerza (GF)
Post | 65,3 |+| 8* | 83,7 [+| 6* | 80 |+| 9*¥ |752|+| 11*
Grupo de Pre | 100 |+| 6 99 |+| 6 |100|+| 10 |[100 [+| 5
entrenamiento
de resistencia
(GR)
Post 88 |t 12 88 |[+| 13** | 93 |+| 12 |109 |+| 11
Grupo de
entrenamiento | Pre 100 |+ 5 102 |+ 4 100 | 7 100 | 6
de vibracion
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(GV)

Post |58,7 |+| 11** | 70,8 |+| 12** |61,9|+| 11** | 88,3 4%

I+

Tabla 9. Expresion proteica de TLR2, TLR4, MyD88 y TRIF antes (pre) y después (post) del
periodo de entrenamiento de 8 semanas. Los valores representan la media £ EEM. Grupo
control (GC), grupo de entrenamiento de fuerza (GF), grupo de entrenamiento de resistencia
(GR) y grupo de entrenamiento de vibracion (GV). * Diferencias significativas en comparacion
con el valor basal, en el mismo grupo; # diferencias significativas comparadas con el grupo
control.

4.4.1. Efecto de un programa de entrenamiento de fuerza

La expresion proteica de TLR2 y TLR4 disminuyeron significativamente (p <
0,03y p < 0,04, respectivamente) tras el entrenamiento de fuerza realizado cuando se
comparan con los valores basales del mismo grupo. Del mismo modo se detectd una
disminucion significativa al comparar dichos valores con los del CG (TLR2, p < 0,03;
TLR4, p < 0,04). En la tabla 9 también se puede observar una disminucion significativa
en la expresion proteica de MyD88 (p < 0,05) al comparar los valores pre y post
entrenamiento y de p < 0,04, cuando los resultados se contrastan con los obtenidos
por el grupo sedentario. La misma tendencia se observd para la principal proteina
analizada de la via independiente de MyD88. Asi, el contenido proteico de TRIF
disminuyé significativamente (p < 0,05;) en respuesta al entrenamiento de fuerza y
también cuando se compararos estos valores con los obtenidos por el grupo CG (p <

0,05).

4.4.2. Efecto de un programa de entrenamiento de resistencia

El contenido proteico de TLR2 y TLR4 mostrado en la tabla 9, pone de
manifiesto que la expresion de ambos receptores permanecid constante en el grupo
gue llevd a cabo el entrenamiento de resistencia durante 16 semanas. Tampoco se
observaron cambios significativos en relacion a los valores del grupo CG. Resultados
similares se obtuvieron para las concentraciones proteicas de los adaptadores MyD88

y TRIF; no evidenciandose cambios significativos entre los valores iniciales y finales
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tras completar el entrenamiento aerobico ni al comparar estos resultados con los

valores obtenidos por el grupo control.

4.4.3. Efectos de un programa de entrenamiento de vibracién

La expresién proteica de TLR2 y TLR4 recogida en la tabla 9 para el grupo de
sujetos que realizaron un entrenamiento de vibracién también se redujo
significativamente después de la intervencién (p < 0.03 y p < 0.04, respectivamente).
Tambien se observaron diferencias estadisticamente significativas tras contrastar los
valores post-entrenamiento de ambos receptores con los valores correspondientes al

grupo control (TLR2, p < 0,04; TLR4, p < 0,04).

La cuantificacion por Western blot de MyD88, tras completar el protocolo de
entrenamiento de vibracion (Tabla 9), mostré6 como MyD88 disminuyd
significativamente (p < 0,04) tras las 16 sesiones de ejercicio. El andlisis de los
contenidos proteicos de TRIF puso de manifiesto cambios similares (p < 0,03). Tras
contrastar estos datos con los obtenidos por el grupo que continud con su rutina
diaria, tambien se observaron diferencias estadisticamente significativas tanto en

MyD88 (p < 0.04) como en TRIF (p < 0,05).
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La evolucion demogréfica que afecta a los paises desarollados en los ultimos
afos acarrea importantes consecuencias. Por una parte, el envejecimiento de la
poblacién puede considerarse un éxito de las politicas de salud publica y el desarrollo
socioecondmico, pero también constituye un reto para la sociedad, que debe
adaptarse a ello para mejorar al maximo la salud y la capacidad funcional de las

personas mayores, asi como su participacion social y su seguridad.

Desde el punto de vista funcional, la poblaciéon anciana se caracteriza, entre
otros aspectos, por una reduccion de la eficacia del sistema neuromuscular,
cardiovascular y respiratorio acompafandose de sarcopenia. Dichos cambios
acontecen durante el proceso del envejecimiento, pero no todos ellos pueden ser
atribuidos a este proceso sino que, una buena parte de la magnitud de los mismos, se
deben al desuso funcional y no Unicamente al envejecimiento (Kostka et al., 2000). En
general, se han utilizado entrenamientos basados en ejercicios de fuerza o de tipo
aerdbico, en los que se ha demostrado el papel beneficioso de las adaptaciones
inducidas por el ejercicio para prevenir o retardar el envejecimiento (Giannopoulou et
al., 2005; Oberbach et al., 2006; Stewart et al., 2005). Ademas de estos protocolos, y
como una nueva alternativa, se estd empezado a considerar la practica de ejercicios
de vibracién con el objetivo de mejorar las habilidades funcionales de los mayores y
como inductor de posibles beneficios, sobre todo de tipo inmunolégico. No obstante,

este Ultimo aspecto aun no esta suficientemente contrastado.

Sin embargo, hasta la fecha, los especialistas aun no han establecido ni la
modalidad éptima ni la intensidad que debe ser empleada para obtener beneficios,
especialmente, de tipo inmunolégico y de mejora de la autofagia. Con esta finalidad,
en este estudio se llevd a cabo el diseio de tres protocolos de ejercicio, siguiendo las
recomendaciones generales realizadas por las guias de salud para personas mayores.
Los valores obtenidos tras el entrenamiento de fuerza muestran como dicho grupo
presentd un incremento significativo tras el entrenamiento para los test de 1RM de
press de pierna, curl de biceps y pectoral contractor y para el test de fuerza maxima
isométrica de press de pierna y curl de biceps. Los test para la evaluacién de la fuerza

maxima realizados en el grupo sometido al entrenamiento de vibracién también
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pusieron de manifiesto como los participantes aumentaron significativamente
algunos de los valores analizados, al comparar los resultados obtenidos antes y
después de llevar a cabo las 8 semanas de entrenamiento. Finalmente, los resultados
obtenidos tras realizar la valoracién de la fuerza maxima para el grupo que realizé el
programa de entrenamiento aerdbico, no muestran incrementos significativos en la
mayoria de los test realizados, salvo en el de FMI de press de piernas, en el que se
observaron diferencias estadisticamente significativas. No obstante, el test
submaximo realizado en el grupo aerdbico mostré valores significativamente
elevados respecto a los valores previos tras las 8 semanas de ejercicio aerdbico.
Analizando juntos estos resultados, se puede sugerir que los protocolos de ejercicio
empleados representan una herramienta util para lograr adaptaciones funcionales
beneficiosas en ancianos. De hecho, estudios previos han evaluado la efectividad de
protocolos similares a éstos en la mejora de las caracteristicas funcionales de las
personas mayores (Garcia-Lopez et al., 2007; Hakkinen et al., 1998, Machado et al.,
2010), pero hasta la actualidad, no existen resultados publicados de como puedan
influir estas rutinas de ejercicios, sobre el declive de la autofagia asociado al

envejecimiento.

La disfuncién en el flujo autofdgico se produce en muchos érganos y tejidos
como consecuencia de la edad. Este mal funcionamiento podria contribuir a la
pérdida de la funcidn celular y, a menudo, a la muerte celular al limitar la capacidad
de la célula para mantener un proteosoma y unos organulos sanos. Esto les hace cada
vez, no solo mas vulnerables al estrés celular y a los patdgenos, sino incapaces de
adaptarse a las demandas energéticas existentes (Tam et al., 2014). De hecho, el
declive progresivo de la actividad autofdgica junto con la reduccion de la expresién de
los diferentes genes que regulan la autofagia, representan algunas de las principales
caracteristicas implicadas en el proceso de envejecimiento (Lépez-Otin et al., 2013).
En la presente memoria se observd que dos importantes marcadores de la actividad
autofagica, la relacion LC3Il/lI y los contenidos de la proteina beclin-1, estaban
significativamente disminuidoss en las PBMCs de los ancianos comparados con las

muestras obtenidas del grupo de jévenes voluntarios. Estos datos confirman datos
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gue se han descrito previamente, los cuales sostienen que existe una atenuacién de
la maquinaria autofagica en diferentes dérganos y tejidos, incluyendo las células

sanguineas, como resultado del envejecimiento (Haung et al., 2012).

Entre las intervenciones destinadas a prevenir o revertir estos efectos no
deseados de la edad, el ejercicio esta jugando un papel cada vez mas relevante
(Vainshtein et al., 2014). Asi, la realizacién de ejercicio fisico también se ha
identificado como un inductor de la autofagia in vivo (He et al., 2012), retrasando el
envejecimiento y la aparicion de comorbilidades asociadas. De hecho, en los ultimos
anos se ha documentado que el ejercicio de resistencia crénico puede afectar a la via
de la autofagia en el musculo esquelético humano vy linfocitos (Jamart et al., 2012;
Schwalm et al., 2015;. Weng et al., 2013). Sin embargo, hasta la fecha, los datos
disponibles relativos a los efectos inducidos por el ejercicio sobre la expresiéon de las
proteinas de la autofagia, en diferentes tejidos, se han obtenido casi exclusivamente
en roedores. Asi, correr en una cinta, 1 hora diaria durante 8 semanas, provocé un
aumento significativo en la expresién de la proteina beclin-1 y en el ratio LC3I/II
analizado en el musculo séleo de ratas (Kim et al., 2013). De igual manera, cuando se
estudio la expresion de LC3I, LC31l y p62/SQSTM1 en el vasto lateral y en el musculo
cardiaco de ratas después de un 8 semanas de entrenamiento 50 min/dia, se observo
un incremento del ratio LC3Il/l asociado a una baja expresion de p62/SQSTM1 (He et
al., 2012). En la misma linea, se puso de manifiesto un incremento en la expresién de
la proteina LC3Il y una reduccion del contenido de p62/SQSTM1 en el musculo plantar
de ratones, los cuales libremente tuvieron acceso a diferentes protocolos de correr
en la rueda durante un periodo de 1 a 5 meses (Lira et al., 2013; Tam et al., 2015).
Periodos de entrenamientos mas largos, por ejemplo, 36 semanas, también parecen
inducir un aumento de la relaciéon LC3Il/l y una reducciéon de la expresion de
p62/SQSTM1 en la corteza cerebral de los ratones (Bayod et al., 2014). Como se ha
mencionado con anterioridad, siguen siendo muy escasos los estudios que, utilizando
un modelo de roedores, se han centrado en los efectos del ejercicio fisico sobre el
declive asociado a la edad. Kim y sus colaboradores demostraron que la expresién de

beclin-1 y Atg7 fueron mdas bajos en el musculo extensor largo de los dedos y en el
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gastrocnemio de los ratones ancianos en comparacién con los ratones jovenes. Estos
valores se incrementaron tras un ejercicio de 40 minutos diarios en tapiz rodante
durante 8 semanas (Kim et al., 2013). Sin embargo, a nuestro entender, el presente
trabajo es el primero en demostrar los efectos del entrenamiento de resistencia
sobre el declive de la maquinaria autofagica en adultos mayores. Entre las proteinas
de autofagia, LC3Il, que participan en la seleccién del sustrato para la degradacién y
también juegan un papel en la fusion de la membrana, se usa cominmente como un
marcador de la activacion de la autofagia (Barth et al., 2010). Los resultados de
nuestro estudio indican que la expresién de ambos LC31 y || aumentd en respuesta al
programa de ejercicio, con una elevacion significativa de la relacién de LC3lI/I. Esto
refuerza la hipdtesis de un mayor nimero de autofagosomas. Sin embargo, estos
resultados no permiten aclarar si el incremento es la consecuencia de una mayor
formacion de autofagosoma o un defecto en su degradacién a través del lisosoma
(Pagano et al., 2014). Con el fin de tener una mejor idea de los cambios en el flujo
autofagico, las mediciones de LC3Il deben combinarse con otros marcadores de
autofagia. Asi, p62/SQSTM1, una proteina de unién a ubiquitina que se asocia con
LC3, puede servir para unir sustratos ubiquitinados a la maquinaria de la autofagia y
ser autodegradada por los lisosomas. Por lo tanto, debido a que p62/SQSTM1 se
acumula cuando se inhibe la autofagia, y disminuye cuando se induce la autofagia, la
modulacion de los niveles de p62/SQSTM1 pueden ser utilizados como un marcador
para supervisar el flujo de autofagia (Klionsky et al., 2013). Los datos obtenidos en
esta memoria demuestran que el ejercicio de resistencia induce una caida en la
expresion de p62/SQSTM1, lo que sugiere un aumento en el flujo de autofagia
después del programa de entrenamiento. Los resultados estan de acuerdo con
estudios que encontraron un aumento en LC3Il y una disminucion de la expresion de
p62/SQSTM1 en diferentes modelos de roedores (He et al., 2012; Lira et al., 2013;
Bayod et al., 2014) y en humanos (Schwalm et al., 2015). Todos ellos apoyan la idea

de que el ejercicio de alta intensidad induce un aumento de la actividad autofagica.

Los resultados de la expresion proteica de p62/SQSTM1 y del ratio LC3I1/LC3I

pusieron de manifiesto que, tras completar las 8 semanas de ejercicios de fuerza, no
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se detectaron cambios significativos en ambos marcadores. El ratio LC3BII/LC3I (LC3B)
es reconocido como un marcador fiable de la sintesis de autofagosomas; sin
embargo, LC3BII esta involucrado en etapas tempranas y tardias del flujo autofagico
desde la formacion del autofagosoma hasta la degradacidn en el lisosoma, por lo que
es importante evaluar otros marcadores que permitan interpretar cambios en el flujo
autofagico (Schwalm et al., 2015; Jamart et al., 2014). Por su parte, p62 es degradado
en el proceso de autofagia y se acumula cuando este proceso esta inhibido. Es posible
gue el aumento en la produccion de p62 iguale al aumento en la degradacion de p62
durante el ejercicio. Por ello, esta descrito que los contenidos de esta proteina que no
siempre guardan una correlacion inversa con la actividad autofagica (Moller et al.,
2015). Ademads, la activacién de la autofagia parece no ser esencial para las
adaptaciones musculares en ejercicios de fuerza en comparacion con ejercicios de
resistencia (Sanchez et al.,2014). En el caso del entrenamiento de vibracién, existe
una marcada disminucidn del ratio LC31I/LC3I y de p62 tras completar la intervencion,
al comparar los valores antes y después del entrenamiento en dicho grupo. Este dato
es sorprendente y quizas la explicacién habria que buscarla en la posible activacion de
otras rutas metabdlicas como consecuencia del protocolo de vibracion empleado.
Ademas, debe tenerse en cuenta que el tiempo de duracién del entrenamiento en
plataforma de vibracion es muy inferior al empleado por las otras dos modalidades de

ejercicio.

Para profundizar aiun mas en la activacion de la maquinaria autofagica
inducida por la practica de ejercicio fisico, e intentar dar explicacién a los resultados
obtenidos para los dos marcadores anteriores, también se midid la expresién de
diferentes proteinas que contribuyen a promover el ensamblaje inicial de la
membrana del autofagosoma. El primer sistema de conjugacién de ubiquitina
implicado en la formacién del autofagosoma es el Atg12/Atg5/Atgl6 (Walczak and
Martens, 2013). Los estudios previos han demostrado que la proteina Atgl2 esta
sobre-expresada al final de una carrera de 24 horas (Jamart et al., 2012), al igual que
sucede en modelos de atrofia muscular, como la denervacién y la privaciéon de comida

(Zhao et al., 2007). Los resultados del presente estudio indican que la expresiéon de las
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proteinas Atgl2 y Atgl6 aumento tras la practica del programa de entramiento de
resistencia que llevaron a cabo los ancianos. Ademas, el ejercicio también afectd a
otras proteinas de la ruta autofagica. En concreto, se detectd una reduccién en la
fosforilacién de ULK-1 en la serina 757 y una mayor expresion beclin-1. Es importante
destacar que ULK-1 desempefia un papel critico en la iniciacidon de la autofagia. De
hecho, la fosforilacién de ULK-1 en el residuo de serina 555 es un importante
estimulo para activar la autofagia, mientras que la fosforilacién en la serina 757 posee
un efecto inhibitorio (Kim et al., 2011). La regulacién de la forma fosforilada de ULK-1
por la alimentacién se ha asociado con una activacidon de la proteina quinasa a
activada por AMP en humanos (Schwalm et al., 2015). Ademas, la realizacion de un
ejercicio aerdbico a corto plazo, al 50% del consumo maximo de oxigeno, también

parece incrementar la expresién de ULK-1 fosforilado en Ser>>®

, junto con una
disminucién de la lipidacion de LC3 en el musculo esquelético humano (Moller et al.,
2015). En ratones también se ha observado que la lipidacion de LC3, en respuesta a la
realizacion de un ejercicio en tapiz rodante, se acompafié de una disminucion en la
foforilacion dela serina 757 de ULK-1 (Pagano et al., 2014). En la memoria de tesis
presentada también se observé una disminucion en la expresion de la forma
fosforilada en serina 757 de ULK-1, lo que refuerza el hecho de que el ejercicio de
resistencia estimula la autofagia. En relacion al programa de entrenamiento de
fuerza, a pesar de que en un principio no se detectaron cambios significativos ni en el
ratio LC3II/LC3I ni en p62, el resto de marcadores analizados sigue la misma
tendencia que los resultados obtenidos para el entrenamiento de resistencia. Esto
sugiere que también otros procesos celulares, como la autofagia, podrian estar

implicados en las adaptaciones beneficiosas inducidas por el ejercicio de fuerza en

personas mayores.

Beclin-1, es una proteina que juega un papel esencial en la fase inicial de
secuestro. Ademas, esta involucrada en la fase de sintesis del autofagosoma que es
importante en el reclutamiento de otras proteinas Atg (Sanchez et al., 2014). Aunque
no se han descrito cambios en el musculo esquelético después de una carrera de ultra

resistencia (Jamart et al., 2012), los contenidos de beclin-1 se incrementaron en
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roedores tras un entrenamiento en tapiz rodante (Kim et al., 2013). Nuestros
resultados son similares a un estudio previo donde la hipoxia dificulta la autofagia en
linfocitos CD4. En dicho estudio, un entrenamiento de 5 semanas donde se realizaban
ejercicios continuos e intervalicos, demostro ser efectivo para inducir la expresion de
beclin-1 y, de esta forma, atenuar la reduccién de la autofagia inducida por las
condiciones de hipoxia (Weng et al., 2013). En este sentido, el incremento detectado
en los contenidos de la proteina beclin-1 en el grupo que GF, concuerdan con
estudios previos que examinaron los efectos de un entrenamiento de fuerza crénico
en ratas ancianas (Luo et al., 2013). Todo ello apoya la hipétesis de que el ejercicio
fisico, realizado de forma habitual, podria tener un efecto preventivo sobre la pérdida

de eficiencia del proceso autofagico asociada al envejecimiento.

Otro hallazgo importante esta relacionado con la expresiéon de LAMP-2, una
proteina requerida para la fusién del autofagosoma con el lisosoma para formar
autofagolisosomas, los cuales, a su vez, estdn involucrados en el proceso de
degradacidn autofégica lisosomal (Wohlgemuth et al., 2010). En el presente estudio,
las concentraciones de LAMP-2 no se vieron afectados por el entrenamiento aerdbico
ni el de vibracién de cuerpo completo, este hecho ha sido descrito anteriormente en
musculo esquelético de de ratones entrenados, tanto jovenes como de edad
avanzada (Kim et al.,, 2013). Aunque los contenidoss de ARNm de LAMP-2 se han
descrito en adultos obesos que realizan ejercicio de intensidad moderada, los
cambios observados no se debieron Unicamente a los efectos del ejercicio sino a una
combinacion de la actividad fisica con la restriccién caldrica (Wohlgemuth et al.,
2011). Por lo tanto, para potenciar los potenciales efectos del ejercicio sobre el
proceso de autofagia en ancianos, en el futuro, se beben realizar investigaciones

donde se combinen intervenciones dietéticas con la practica de ejercicio.

En cualquier caso, tanto la duracion como la intensidad del ejercicio pueden
ser factores a tener en cuenta a la hora de justificar las contradicciones encontradas
en el presente estudio tras analizar el efecto de diferentes programas de ejercicio
sobre el flujo autofagico. De hecho, diferencias en el consumo de energia durante los

distintos tipos de ejercicio pueden determinar una respuesta autofagica diferente. En
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segundo lugar, y no por ello menos importante, existen numerosos factores
extrinsecos e intrinsecos que pueden afectar el resultado de los estudios. Entre estos
factores cabe destacar: el tipo de tejido analizado, el método de recogida de la

muestra, el nivel de entrenamiento previo y el estado nutricional de los sujetos.

La via de sefializaciéon de los receptores TLR esta finamente regulada con el fin
de evitar las respuestas inmunes nocivas y la inflamacién grave. Ademas, existen
suficientes evidencias que apoyan que la autofagia tiene importantes efectos sobre la
inducciéon y modulacion de la reaccion inflamatoria mediada por los TLR, con una
potencial entrecruzamiento de las dos vias (Into et al., 2012). De hecho, Shi et al.
demostraron que la autofagia activada por los receptores TLR estd regulada por la
interaccion de MyD88 o TRIF con beclin-1, lo que a menudo resulta en la aparicion de
grandes agregados en el citoplasma. Para la formacion de estos agregados se necesita
la colaboracion del receptor autofagico sequestosoma 1) (Into et al.,, 2010). El
reclutamiento de p62 al complejo MyD88 esta estrechamente relacionado con TRAF6.
Ademas, p62 media la formacion, inducida por TLR4, de agregados LC3 positivos
(posiblemente autofagosomas), lo que conduce a la degradacién autofagica. Durante
este proceso la via de sefializaciéon TLR4-MyD88 induce la activacién de la MAPK-p38.
La interaccién de los adaptadores de TLR con beclin-1 también parece estar mediada
por TRAF6, provocando una reduccidén en la union de beclin-1 a Bcl-2. A su vez,
mTORC1 regula negativamente la ruta de sefalizacién del NFkappaB activada por TLR
y la produccion de citoquinas como IL-12, mientras que regula positivamente la

produccién de IL-10.

Para comprobar esta hipdtesis, en el presente estudio se investigd si la
activacion de la autofagia inducida por el ejercicio podria estar asociada con una
menor regulaciéon de las vias dependientes de TLR2 y TLR4. La intervencién basada en
el ejercicio de resistencia, contradiciendo la hipdtesis propuesta, no modifico la
expresidon ni de TLR2 ni TLR4, y tampoco puso de manifiesto efectos significativos en
las concentraciones de proteinas MyD88 y TRIF. Otras investigaciones previas no han
podido demostrar cambios inducidos por el ejercicio aerdbico en las vias de

senalizacion de TLR2 y TLR4 después de un programa de entrenamiento de 15 dias en
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pacientes diabéticos (Reyna et al., 2013) ni después de 10 semanas de entrenamiento

de resistencia en atletas obesos (Nickel et al., 2011).

Los resultados obtenidos tras analizar la via de sefalizacién de los TLR después
del programa de entrenamiento aerdbico contradicen los observados en las otras dos
modalidades de ejercicio llevadas a cabo en los ancianos, entrenamiento de fuerza o
de vibracion del cuerpo completo. Ambos tipos de ejercicio son capaces de disminuir
la expresion de los receptores tipo Toll en personas mayores lo que resulta en un
menor estado proinflamatorio (Rodriguez-Miguelez et al., 2014; Rodriguez-Miguelez
et al., 2015). Asi, tras la realizacién de las técnicas de Western blot correspondientes,
los resultados obtenidos para el grupo de fuerza concuerdan con la bibliografia
revisada, demostrando que los ancianos que completaron las 8 semanas de ejercicios
de fuerza mostraron contenidos de TLR2 y TLR4 mds reducidos que los sujetos que
continuaban con su rutina diaria. En este sentido, en el grupo de entrenamiento de
vibracién, también se observé cémo sus participantes manifestaron una disminucién
significativa tanto de TLR2 como de TLR4 tras completar la intervencion. Estos
resultados confirman los hallazgos de otros estudios, donde se puso de manifiesto
gue la realizacion de diferentes actividades fisicas tienen como resultado un descenso
de la expresion de TLR2 y TLR4 (Flynn et al., 2003; Lancaster et al., 2005). En aquelos
sujetos sometidos a un protocolo de entrenamiento de vibracidon se detectd una
disminucion significativa tanto de TLR2 como de TLR4 tras completar la intervencidn.
En este punto es importante detacar que, a excepcidon de los descritos por nuestro
grupo de investigacién, no existen resultados previos en la bibliografia que hayan
analizado el efecto que puede tener un estimulo de vibracién sobre la expresion de

estos receptores (Rodriguez-Miguelez et al., 2015).

También son escasos los estudios que han profundizado en el efecto del
ejercicio fisico sobre las rutas dependiente e independiente de MyD88. Un trabajo ha
demostrado como un entrenamiento previo, basado en ejercicios de tipo excéntrico
realizado en sujetos jovenes, fue capaz de reducir la expresion proteica de MyD88 y
TRIF tras una sesidn de ejercicio excéntrico agudo (Fernandez-Gonzalo et al., 2012).

De manera similar y mostrando un resultado parecido a dicho estudio, los
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participantes que realizaron el ejercicio de fuerza en el presente estudio, tambien han
mostrado una disminucion del contenido de este adaptador tras completar las 16
sesiones del protocolo disenado. Por otra parte, y en relacién a la disminucién de la
expresidon de TLR2 y TLR4 descrita en el grupo entrenado en plataforma de vibracion,
también se observa una reduccion en el contenido proteico de MyD88 y TRIF tras la
finalizacion del protocolo de entrenamiento. Por tanto, los cambios fisiolégicos
inducidos por las actividades de vibracién parecen correr en paralelo a los observados

tras la realizacién de varias semanas de ejercicios de fuerza (Bosco et al., 1999).
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CONCLUSIONES

Conclusion primera

Los resultados obtenidos en la presente memoria demuestran que 8 semanas
de entrenamiento de resistencia atenuan la pérdida de la actividad autofagica en
PBMCs de ancianos. Esta mejora de la autofagia se puso de manifiesto por un
incremento en el ratio LC3II/I, la reduccidn de los niveles de la proteina de
p62/SQSTM1, y la sobreexpresion de las proteinas reguladoras de autofagia,

incluyendo beclin-1, fosforilada ULK-1, Atg12 y Atgl6.
Conclusion segunda

Los efectos inducidos por el ejercicio de resistencia sobre la actividad
autofagica no parecen estar relacionados con la regulacidn de las vias de TLR2 y TLR4
MyD88 dependiente e independiente, las cuales no cambiaron significativamente en

los participantes sometidos a entrenamiento con ejercicio de resistencia.
Conclusion tercera

Los resultados de la presente memoria sugieren que el protocolo de ejercicio
de fuerza empleado es capaz de producir modificaciones en los eventos que regulan
el proceso de autofagia en ancianos. Ademas, el descenso en la fosforilaciéon de ULK-
1, asociado al incremento en los contenidos de beclin-1 y las proteinas Atg parece
indicar una mejoria en el proceso de disfuncidn autofdgica asociado al

envejecimiento.
Conclusion cuarta

La regulacion de los cambios en la autofagia, inducidos por 8 semanas de

ejercicio de fuerza, se relacionaron con una menor expresion de las proteinas mas
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representativas de las vias de sefalizacion de los receptores tipo Toll, tanto

dependientes como independientes de MyD88.
Conclusion quinta

El entrenamiento de vibracién de cuerpo completo no sélo no revirtio el
declive de la autofagia observada en los ancianos participantes en el estudio, sino que
lo agudizo aun mas. Por tanto, seria necesario realizar mas estudios para determinar
si los cambios en la autofagia son generales para cualquier tipo de ejercicio, o como,
parece indican nuestros resultados, las modificaciones en la respuesta autofdgica van

a ser especificas seglin la modalidad de entrenamiento desarrollada.
Conclusion general

Los resultados de la presente memoria ponen de manifiesto que los
entrenamientos de fuerza y resistencia son capaces de inducir una activacion del
proceso autofagico en PBMCs de ancianos. Por el contrario, el entrenamiento en
plataforma de vibracion provocé un mayor declive de la autofagia en este grupo
poblacional. Ademas, también se han encontrado discrepancias sobre la relacidn
existente entre la autofagia y la ruta de sefalizacion de los receptores TLR. Mientras
que en el ejercicio de fuerza, las adaptaciones inducidas por la actividad fisica
corrieron en paralelo a una menor expresién de la ruta de sefializaciéon de los
receptores TLR2 y TLR4; en el entrenamiento de resistencia no se observé dicha
relacion. Por tanto, permanece por dilucidar el mecanismo concreto por el que los
ejercicios de fuerza y resistencia mejoran la autofagia en personas de edad avanzada,

haciéndose necesario profundizar en este tema.
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