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Resumen

El envejecimiento es un proceso inevitable y natural que se caracteriza por un declive
progresivo tanto mentalmente como fisicamente. En este proceso natural ocurre el deterioro de
numerosas funciones mitocondriales. Sin embargo, para hacer frente al envejecimiento se ha
propuesto el ejercicio fisico como una medicina de bajo coste. El objetivo del presente estudio
se baso en evaluar la capacidad de un programa de entrenamiento de vibracion para mejorar las
funciones mitocondriales y evitar los problemas producidos por el envejecimiento en las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de ancianos. En el estudio participaron 59
ancianos sanos de entre 65 y 87 afios. Los participantes fueron distribuidos aleatoriamente entre
el grupo control (n = 4), el cual continud con sus rutinas diarias, y el grupo entrenado (n = 8),
donde los ancianos completaron 16 sesiones de entrenamiento de vibracion cuerpo completo a
lo largo de 8 semanas. Ademas, se extrajeron muestras de sangre antes y despueés del periodo
de entrenamiento. Se analizo la expresion proteica mediante Western blot de las proteinas Mfnl
relacionada con la dindmica mitocondrial, PGC-1a clave en la biogénesis y PINK1, Parkin,
VDAC]1, Bnip3 relacionadas con la mitofagia. Se observé un aumento significativamente
después del entrenamiento en Mfnl, PGC-1a y Parkin. Ademas, Mfnl y VDACL presentan un
aumento significativo en los individuos entrenados del grupo entrenado frente a los del grupo
control. Estos resultados evidencian la capacidad inductora del ejercicio fisico para evitar la
disfuncion mitocondrial y hacer frente al envejecimiento.

Palabras clave: ancianos, ejercicio fisico, envejecimiento, disfuncién mitocondrial, funciones
mitocondriales, PBMC.

Abstract

Aging is an inevitable and natural process characterized by a progressive decline both
mentally and physically. In this natural process, the deterioration of numerous mitochondrial
functions occurs. However, to deal with aging, physical exercise has been proposed as a low-
cost medicine. The objective of the present study was based on evaluating the capacity of a
vibration training program to improve mitochondrial functions and prevent problems caused by
aging in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of the elderly. The study involved 59
healthy elderly between 65 and 87 years. Participants were randomly distributed between the
control group (n = 4), which continued with their daily routines, and the disorder group (n = 8),
where the elderly completed 16 sessions of whole-body vibration training over time. of 8 weeks.
In addition, blood samples were drawn before and after the training period. Protein expression
was analyzed by Western blot of the proteins Mfn1 related to mitochondrial dynamics, PGC-
la key in biogenesis and PINK1, Parkin, VDACL, Bnip3 related to mitophagy. A significant
increase after training in Mfnl, PGC-1a and Parkin was observed. In addition, Mfnl and
VDAC1 show a significant increase in disorders in the disorder group compared to those in the
control group. These results show the inducing capacity of physical exercise to prevent
mitochondrial dysfunction and deal with aging.

Keywords: elderly, physical exercise, aging, mitochondrial dysfunction, mitochondrial
functions, PBMCs.



1. Introduccion

El envejecimiento es un proceso natural e inevitable caracterizado por un declive
progresivo de los individuos tanto fisica como mentalmente (Moreira et al., 2017). En este
proceso de envejecimiento se ven afectadas las mitocondrias, alterandose las funciones
mitocondriales y la mitofagia, una forma selectiva de autofagia. Como consecuencia se
ocasionan enfermedades en los individuos. Por otro lado, el ejercicio fisico podria tener un
impacto positivo sobre el envejecimiento. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
la actividad fisica es cualquier movimiento corporal producido por los musculos esqueléticos,
con el consiguiente consumo de energia. No obstante, la actividad fisica y el ejercicio fisico no
significan lo mismo, ya que este ultimo pertenece a una subcategoria de actividad fisica que
estd estructurada, es repetitiva y tiene como objetivo mejorar 0 mantener uno 0 Mmas
componentes del estado fisico (OMS, 2020).

1.1 Envejecimiento

En las Gltimas décadas, la poblacién mundial ha elevado considerablemente la esperanza
de vida, de manera que ha incrementado drasticamente la poblacion mayor de 60 afios, segun
el Informe Mundial sobre el Envejecimiento y la Salud de la Organizacion Mundial de la Salud
del 2015 (OMS, 2015). De hecho, se estima que para el afio 2050, en los paises occidentales
como Europay en EE.UU., la poblacion mayor de 60 afios representara un 40% de su poblacién
(Booth et al., 2012). Actualmente, en Espafia la poblacion mayor de 65 afios representa el
19,77% (Instituto Nacional de Estadistica, INE, 2021). Esta situacion supone un problema
adicional cuando va acompariada de enfermedades asociadas al envejecimiento como cancer,
Alzheimer, ictus, etc., las cuales generan un gran gasto econdémico para hacerles frente (Arora,
2015).

A pesar de los muchos estudios realizados, no es posible establecer las causas del
envejecimiento en base a una Unica teoria. Entre todas las teorias propuestas hasta el momento
destacan las siguientes: 1/ teoria mitocondrial, 2/ teoria de la mutacion o inestabilidad
gendmica, 3/ teoria del estrés oxidativo o de los radicales libres, 4/ teoria de la diferenciacion o
epigenética, 5/ teoria de la catastrofe de errores, también conocida como error primario de Orgel
o acumulacién de errores en el ADN gendmico, 6/ teoria de la proteina dafiada, y 7/ teoria de la
hiperfuncion o de reduccion de la actividad de la diana de rapamicina (TOR) (Mori y Mook-

jung, 2015). No obstante, el paradigma de los cuatro niveles del envejecimiento ha ganado
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fuerza en el mundo cientifico recientemente. Este paradigma plantea el envejecimiento sobre la
base de cuatro niveles interconectados, de manera que su alteracion da lugar al fenotipo de
envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad. Estos cuatro niveles van de lo
microscopico a lo macroscopico como sigue: 1/ el fallo en el mantenimiento de las
biomoléculas, 2/ la alteracion de la funcidn celular, debido a la aparicion con la edad de cuatro
procesos alterados: incremento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
aumento del nimero de células senescentes, pérdida de la capacidad de respuesta del reticulo
endoplasmico (ER) a proteinas mal plegadas (UPRer) y reduccion de la capacidad de degradar
moléculas especificas en los sistemas autofagolisosoma y ubiquitina-proteasoma, 3/ disfuncion
de los sistemas involucrados en la regulacion de la fisiologia del cuerpo, los sistemas
metabolico, inmune y endocrino, y 4/ el deterioro fisico general del organismo (Zhang et al.,
2015).

Ademaés, cabe mencionar que el envejecimiento afecta a las células T, por la pérdida de
la regulacion inmune, como resultado de la involucion timica, lo que genera que las células T
sean menos funcionales (responde a la agresion con una disminucion de su eficacia) y flexibles,
generando enfermedades inflamatorias autoinmunes y croénicas (Booth et al., 2012). Por otro
lado, los mecanismos que dan lugar al envejecimiento, como bien pueden ser dafios, estrés
metabolico, muerte celular necrdtica o la alteracion en la proteostasis favorecen la
manifestacion de la inflamacion cronica (Wu et al., 2015). Esta inflamacion, a su vez es la
causante de la pérdida de la funcién bioldgica que tiene lugar en bastantes 6rganos a medida

que envejecemos (Youm et al., 2013).

Por dltimo, la inmunosenescencia presenta varias manifestaciones fisioldgicas, como
son la reduccion de la funcion y namero de las células troncales hematopoyéticas, de las células
T naive circulantes y el aumento de frecuencia de las células de memoria CD28, estas ultimas
presentan una capacidad de proliferacion limitada (Zhang et al., 2016). El sistema inmune
adaptativo experimenta estos sintomas y activa el sistema inmune innato, que promueve un

estado tisular proinflamatorio de bajo grado, denominado inflammaging (Booth et al., 2012).

1.2 Funciones mitocondriales

Las mitocondrias son organulos que presentan una membrana doble y se encuentran
estrechamente relacionadas con la homeostasis celular. Ademaés, estas derivan de la
transformacion de las alpha-proteobacterias, que se integraron en una célula huésped

relacionada con Asgard Archaea mediante una endosimbiosis (Roger et al., 2017). La gran



importancia de las mitocondrias radica en la gran cantidad de ATP celular que forman, por eso
son consideradas como las centrales energéticas de la célula. No obstante, también participan
en el metabolismo del calcio y en la formacion de ROS intracelulares, actian en diferentes
tejidos como importantes organulos de sefializacion y presentan una gran implicacién en el
inicio de la apoptosis (Sanz, 2016). Ademas, la mitofagia seria un mecanismo de control, para
la eliminacion de mitocondrias aberrantes. Por otro lado, el tamafio y el nimero de mitocondrias
varia segun el estado de diferenciacion, las necesidades metabodlicas y las diferentes condiciones
fisioldgicas de la célula (Novak, 2012). Sin embargo, la edad también afecta negativamente a
las mitocondrias, ya que disminuye tanto la actividad de las funciones mitocondriales (la
dinamica mitocondrial, biogénesis y mitofagia) como el nimero de mitocondrias, generando

alteraciones en la morfologia de las mitocondrias (Yen et al., 1989; Shigenaga et al., 1994).

1.2.1 Biogenesis y dinamica mitocondrial

Las mitocondrias son capaces de modular su morfologia para crear una red tubular
coordinada por eventos de fision y fusién. Asi, el equilibrio entre estos dos procesos regula el
namero, tamafo y posicionamiento de las mitocondrias dentro del citoplasmay se le denomina
dinamica mitocondrial (Liesa et al., 2009). La fusion mitocondrial es el proceso por el cual dos
mitocondrias se unen para dar lugar a una mitocondria. Sin embargo, la fision mitocondrial es
el proceso contrario, ya que se basa en la division de una mitocondria para dar lugar a dos
(Tilokani et al., 2018). EI mantenimiento del equilibrio entre estos dos procesos es necesario
para garantizar la funcién mitocondrial y responder a las necesidades celulares, mediante la
adaptacion de la red al estado metabdlico de la célulay a la disponibilidad de nutrientes (Wai y
Langer, 2016). Sin embargo, como se observa en la figura 1, los procesos de fusion actdan en
la membrana mitocondrial externa (OMM, del inglés outer mitochondrial membrane),
mediados por mitofusina 1 (Mfnl) y mitofusina 2 (Mfn2), e interna (IMM, del inglés inner
mitochondrial membrane), mediados por la proteina de la atrofia optica 1 (OPAL).
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Figura 1. Funcién de las proteinas: OPA1, Mfnl, Mfn2, Drp1, Fisl, PGC-1a, PINK1, Nix, Bnip3, TFAM, Bcl-2,
beclinl, LC3 y VDACI en la biogénesis mitocondrial, dindmica y mitofagia. Tomada de Moreira et al., 2021.

Por otro lado, la biogénesis es el proceso por el cual se aumenta el nimero de
mitocondrias, influenciado por condiciones fisiologicas cambiantes y energéticas. Mas
concretamente, la biogénesis es dependiente de la disponibilidad de nutrientes, la temperatura,
la presencia o ausencia de ciertas hormonas, el ejercicio, el estres, la hipoxiay el envejecimiento
(Lopez-Lluch et al., 2008). Las mitocondrias regulan su biogénesis, es decir es la regulacion
coordinada entre la expresion génica nuclear, la importacion de proteinas y la transcripcién del
ADN mitocondrial (ADNmt), y participan en varios comportamientos dinamicos, como son la
biogénesis y la dindmica mitocondrial, para mantener un estado saludable (Carter et al., 2015).
No obstante, atendiendo a la figura 1, la mitofagia se puede inhibir mediante la biogénesis
mitocondrial, asi como por la activacién del proceso de fusion mediado por el coactivador
gamma del receptor activado por el proliferador de peroxisomas 1-alfa (PGC-1a), que estimula
la expresion de Mfn2. A su vez, la biogénesis mitocondrial se puede inhibir mediante mitofagia
mediada por la asociacién de la proteina Parkin con el factor A de transcripcion mitocondrial
(TFAM) inhibiendo a PGC-1a (Moreira et al., 2017).

1.2.2 Mecanismos de mitofagia
La autofagia es un mecanismo catabélico, el cual degrada los componentes celulares y

moleculares daflados mediante la formacion de una estructura de doble membrana, el
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autofagosoma, que a su vez se fusiona con el lisosoma y forma el autofagolisosoma, rodeando
las estructuras que seran degradadas (Moreira et al., 2017). Ademas, encontramos tres tipos de
autofagia: 1/ autofagia mediada por chaperonas, 2/ microautofagia y 3/ macroautofagia, en este
ultimo se centra el trabajo, debido a que es el principal sistema de degradacion de organulos
intracelulares. La macroautofagia se induce por hipoxia, deficiencia de nutrientes y estrés
oxidativo (Bednarczyk et al., 2018). Por otro lado, la autofagia se clasifica segun el organulo
sobre el que actle, por lo que en el caso de la mitocondria se denomina mitofagia (Schiavi y
Ventura, 2014).

Atendiendo a la eliminacion de mitocondrias disfuncionales y sus procesos, la mitofagia se
puede diferenciar en dos vias principales: la mitofagia inducida por dafios y la mitofagia
inducida por el desarrollo (Novak, 2012). La mitofagia inducida por dafios, es la encargada de
la eliminacion de las mitocondrias dafiadas o defectuosas. La proteina quinasa 1 inducida por
PTEN (PINK1) actla de diferente manera dependiendo del estado de polarizacion de la
mitocondria. Asi si la mitocondria esta polarizada, PINK1 es transportada a IMM y se degrada
por el proteasoma. Sin embargo, si estd despolarizada, PINK1 se acumula en la OMM, donde
fosforila Mfnl y Mfn2 y recluta a la proteina ligasa de ubiquitina E3 (Parkin) del citosol,
generando la fosforilacion de la ubiquitina y del dominio de Parkin similar a la ubiquitina.
Parkin a su vez ubiquitina a proteinas OMM, como a la proteina del canal 1 selectivo de aniones
dependiente de voltaje (VDAC1) generando el reclutamiento del adaptador de carga de
autofagia p62/SQSTML. Este receptor se une a la cadena ligera 3 (LC3) que se encuentra en el
fagdforo naciente generando la degradacion de las mitocondrias por los autofagolisosomas (
Dingy Yin, 2012; Cuervo y Macian, 2014; Schiavi y Ventura, 2014; Springer y Macleod, 2016;
Moreira et al., 2017).

Por otro lado, la mitofagia inducida por el desarrollo se encarga de eliminar el exceso
de mitocondrias (Novak, 2012). En esta via participan la proteina X similar a Nip3 (Nix) y la
proteina 3 que interactia con Bcl-2 (Bnip3). Esta Ultima proteina es capaz de realizar la
mitofagia por diferentes mecanismos: apertura del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPTP), despolarizacion mitocondrial e interferencia en la maquinaria de fision-
fusién (Gottlieb y Carreira, 2010). Por otro lado, Nix es necesaria para la mitofagia programada
durante la maduracion de los reticulocitos. En este caso el contenido de la vacuola autofagica
no se recicla, por lo que es eliminado por exocitosis. Este proceso de mitofagia se lleva a cabo
por la interaccion de Nix con LC3, generando la asociacion de LC3 con la proteina asociada al

receptor de &cido gamma-aminobutirico (GABARAP) formando el complejo LC3/GABARAP.
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La formacion del complejo media la movilizacion del autofagosoma a las mitocondrias para su
eliminaciéon (Gomes y Scorrano, 2013; Hamacher-Brady y Brady, 2016). Ademas, Nix es capaz
de interactuar con beclinl/Bcl-2 generando la liberacion de beclinl que inducira la mitofagia.
Por otro lado, el enlace LC3 es el desencadenante de la autofagia mitocondrial mediante la
union de Bnip3 y Nix a las proteinas de la familia del linfoma B2 (Bcl-2), generando la rotura
de la interaccion de la proteina codificada por el gen BECN1 (beclinl) y Bcl-2, liberando a
beclinl que induce la autofagia. No obstante, la fosforilacion de Bnip3 y Nix generan
homodimeros, que se integran en OMM y se unen a LC3 desencadenando también autofagia.
El conjunto de los procesos es el que permite mantener a las mitocondrias en un estado éptimo
de salud (Moreira et al., 2017).

Como se indicaen la figura 1, el inicio de la mitofagia se puede regular por la maquinaria
responsable de la dindmica mitocondrial. De esta manera, los procesos de fusion, mediados por
Mfnl, Mfn2 y OPA, inhiben la mitofagia, mientras que los procesos de fision, mediados por la
proteina 1 relacionada con la dinamica GTPasa (Drpl) y que dan lugar a mitocondrias

polarizadas y despolarizadas, promueven la mitofagia (Hamacher-Brady y Brady, 2016).

1.2.3 Alteraciones de las funciones mitocondriales con el envejecimiento

El envejecimiento afecta al funcionamiento de la autofagia en 6rganos y tejidos (Cuervo
y Macian, 2014), ya que se dificulta la eliminacion de las mitocondrias dafiadas o
disfuncionales, debido a la alteracion de la biogénesis mitocondrial y una disminucion de
proteinas encargadas de estos procesos como beclinl, generando una acumulacién progresiva
de mitocondrias ( Palikaras et al., 2015; Moreira et al., 2017). Ademas, se ve afectado también
por la edad la homeostasis mitocondrial (Palikaras y Tavernarakis, 2012) y el potencial de
membrana, ocasionando la apertura de poros en la membrana mitocondrial que desembocan en
una despolarizacion de las mitocondrias (Elmore et al., 2001; Parihar y Brewer, 2007).
Asimismo, estos procesos desembocan en un deterioro de la funcion celular (Palikaras et al.,
2015). Por lo cual, la edad ocasiona el deterioro de las funciones mitocondriales y la
disminucion de la actividad mitofagica (Moreira et al., 2017), por los procesos explicados
anteriormente. Mdltiples estudios han demostrado que el envejecimiento puede ser promovido
por el deterioro de la funcién mitocondrial (Schrepfer y Scorrano, 2016; Kauppila et al., 2017).
Ademas, el envejecimiento también estd asociado a la disminucion del rendimiento
mitocondrial, por el papel que desempefian las mitocondrias en la funcién celular y en el
metabolismo. Por todo ello, se formulo la teoria del estrés oxidativo, basada en las ROS

mitocondriales (mtROS), las cuales al acumularse favorecen el envejecimiento mediante el
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dafio oxidativo (Hekimi et al., 2016). Ademas, el control de las proteinas es un proceso clave
ya que con la edad aumentan el nimero de proteinas mal plegadas y desplegadas. En respuesta
a esta situacion se activa una respuesta transcripcional conocida como respuesta proteica
desplegada mitocondrial (mtUPR) para promover la supervivencia celular (Jensen y Jasper,
2014). No obstante, si la célula no es capaz de mantener el potencial de la membrana
mitocondrial por la respuesta mtURP, esta se despolariza y se elimina por mitofagia. Por tltimo,
la densidad mitocondrial y la capacidad funcional mitocondrial disminuyen con la edad (Conley
et al., 2000; Johannsen et al., 2012; Larsen et al., 2012). Sin embargo, estas disminuciones no
estan claro si son una consecuencia directa del envejecimiento o pueden ser debidas a la
inactividad fisica, ya que diversas proteinas aumentan su expresion y la funcion mitocondrial

cuando se ha sometido a los individuos a entrenamiento (Moreira et al., 2017).

1.3 Ejercicio fisico

Se ha demostrado que el ejercicio o la actividad fisica realizada con regularidad provoca
beneficios para la salud (Teixeira et al., 2012). La actividad fisica es considerada como una
medicina de bajo coste de prevencion primaria y secundaria contra muchas enfermedades como
la diabetes tipo 2, enfermedades mentales o enfermedades cardiovasculares (Morgan et al.,
2016). No obstante, se calcula que al afio hay 5,3 millones de muertes en el mundo debido a la
inactividad fisica (Dunlop et al., 2015), debido a que la mayor parte de la poblacion adulta
carece de la motivacién para realizar los 150 minutos/semana de ejercicio necesario para

presentar una buena salud (Teixeira et al., 2012).

Hoy en dia el ejercicio de vibracion de cuerpo completo ha ganado especial atencion
por su seguridad y la capacidad que presenta para combatir diversos deterioros asociados con
la edad (Mikhael et al., 2010). La vibracion es definida como cualquier movimiento que se
repite después de un periodo dado de tiempo (Cochrane, 2011). En la mayoria de los casos se
practica de pie en plataformas oscilantes. Asimismo, la energia se puede generar por tres
formas: transmision electromagnética, transmision mecéanica y masa-resorte oscilante, esta
ultima que produce oscilaciones sinusoidales periddicas, donde la energia se transfiere de la
maquina vibratoria al cuerpo humano es la mas usada en las plataformas de vibracion
(Rittweger, 2010).

1.3.1 Ejercicio y envejecimiento
Se ha comprobado que la realizacion de la actividad fisica varia en funcion de diversos

factores, como son la edad, el sexo, la motivacion, los ingresos, asi como por el entorno fisico
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y social (Bauman et al., 2012). Por ejemplo, se ha puesto de manifiesto que las mujeres son
menos activas que los hombres y que los jovenes realizan mas actividad que los adultos
mayores. Sin embargo, en los paises que presentan ingresos mayores entre la poblacion, aunque
ha disminuido la actividad fisica durante el trabajo, se ha aumentado en forma de ocio (Hallal
etal., 2012).

Con el aumento de la esperanza de vida también se incrementan los trastornos crénicos
relacionados con el envejecimiento. No obstante, se ha demostrado que el ejercicio fisico
mejora la calidad de vida durante la vejez, debido a que las adaptaciones producidas por el
ejercicio son opuestas a las ocasionadas por la edad. Como indica el informe del Comité Asesor
de las Directrices de Actividad Fisica del departamento de Salud y Servicios Humanos de
EE.UU., las personas que se muestran fisicamente activas presentan una mejor forma muscular
y cardiorrespiratoria. Ademas, atendiendo a diversos biomarcadores responsables de prever
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2, en general presentan un mejor estado de salud
("Physical Activity Guidelines Advisory Committee™, 2008) entendiendo como salud el estado

completo de bienestar fisico, social y mental (Copplestone, 1991).

Se ha comprobado que la realizacion de actividades fisicas se ve reducida con la edad
(Sparling et al., 2015). No obstante, existe variacidn entre los rangos de edades y las regiones.
Por ejemplo, las personas mayores de 60 afios de Asia son mas activas que los jovenes de 15 a
29 afos de Europa, América, el Mediterraneo Oriental y el Pacifico Occidental (Hallal et al.,
2012). En general, las personas mayores gastan de media dos tercios de su vida, en estado de
vigilia, de manera sedentaria (Dunlop et al., 2015). Ademas, un 30% de ellos presentan un
sedentarismo completo (Allen y Morelli, 2011). El sedentarismo acarrea importantes problemas
a la salud, ya que se estima que aumentan aproximadamente en un 50% las probabilidades de

discapacidad por cada hora de sedentarismo adicional al dia (Dunlop et al., 2015).

Por todo ello, la realizacion de programas de actividad fisica, tanto intensa como
moderada, se ha propuesto como una medida de bajo coste para mejorar la salud y reducir la
discapacidad en personas mayores (Dunlop et al., 2015).

1.3.2. Ejercicio y procesos celulares

El ejercicio fisico presenta efectos antiinflamatorios. Por lo tanto, genera proteccion
frente al desarrollo de enfermedades cronicas. Los efectos antiinflamatorios pueden ocasionarse
por tres posibles mecanismos: 1/ disminucién de la expresion de receptores, como pueden ser

los de tipo Toll (TLR) en macrofagos y monocitos o receptores de dominio de oligomerizacion
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de nucledtidos NLR (nod), 2/ disminucion de la grasa visceral y 3/ liberacion de citoquinas
antiinflamatorias procedentes del musculo esquelético en contraccion (Gleeson et al., 2011).

Por otro lado, el ejercicio aumenta la actividad autofagica mediante diversos
mecanismos: estrés energético, dafio proteico y/o mitocondrial, altas concentraciones de ROS,
presencia de algunas citoquinas, respiracion mitocondrial elevada y algunos elementos de la
respuesta inmune (Tam et al., 2015; Vainshtein y Hood, 2016; Escobar et al., 2019). No
obstante, en el caso de las mitocondrias tiene lugar la mitofagia, que también es inducida con
el ejercicio como se muestra en la siguiente figura 2 y, al eliminar las regiones alteradas, a largo
plazo el entrenamiento fisico mejora la calidad de las mitocondrias (Guan et al., 2019). Ademas,
la actividad fisica regular es beneficiosa para la salud y también es un inductor de la mitofagia

in vivo (Schiavi y Ventura, 2014).

Como se muestra en la figura 2, la inactividad fisica o el sedentarismo da lugar a
mitocondriales disfuncionales o dafiadas. Sin embargo, cuando se somete a los individuos a
programas de entrenamiento se comprueba que las mitocondrias presentan un estado saludable.
No obstante, si los individuos son sometidos a programas de actividad y recuperacion las
mitocondrias presentan un estado estresado. El estado estresado de las mitocondrias comienza
con la formacién de AMPK inducido por el ejercicio, generando a su vez ULK1 que activa el
fagoforo en las mitocondrias dafiadas o disfuncionales. Posteriormente, se une el fagéforo a los
lisosomas formando un autofagolisosoma que degrada a las mitocondrias defectuosas,
obteniendo las mitocondrias con un estado estresado.

A. Sedentario

B. Ejercicio-recuperacion

Ejercicio

— »
8 Lisosoma
~ L
\ a
. \ v e
- A
<
» Autofagolisosoma
P

C. Ejercicio de entrenamiento

AL eI
*{%Mj}xjwﬁmf&”

Figura 2. Esquema que representa la mitofagia inducida por el ejercicio y la importancia de esta en el control de
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calidad mitocondrial mediante el ejercicio fisico. El color verde representa mitocondrias saludables, el amarillo
estresadas y el rojo disfuncionales y/o dafiadas. Tomada de Guan et al., 2019.

Por altimo, cabe destacar que la apoptosis esta estrechamente relacionada con la
autofagia y ambos procesos se autorregulan, tanto es asi que la autofagia puede promover la
muerte celular, o puede llegar a ser un mecanismo de muerte celular (Gump y Thorburn, 2011).
La alteracion de la autofagia estimula la apoptosis y la inflamacion, estos procesos se ven
agudizados con la edad por los fallos en las funciones especificas de las células y tejidos, como
pueden ser la activacion de la respuesta inflamatoria, la acumulacion de mitocondrias

disfuncionales o el estrés oxidativo (Gonzalez-Freire et al., 2015).

2. Objetivos

El envejecimiento lleva asociadas numerosas enfermedades cronicas. Este hecho, unido
al aumento del numero de personas de edad avanzada y de la esperanza de vida, se ha convertido
en un problema para la salud pablica. Por ello, el principal objetivo del trabajo se basé estudiar
el efecto del ejercicio fisico de vibracion de cuerpo completo sobre los mecanismos moleculares
involucrados en la biologia mitocondrial, mas concretamente sobre la mitofagia, dinamica
mitocondrial y biogénesis, debido a que el ejercicio fisico puede ser una medicina de bajo costo

frente al envejecimiento.

Principalmente, el trabajo se centra en el estudio de los beneficios que puede generar el
ejercicio fisico en las funciones mitocondriales y la mitofagia, en las células mononucleares de

sangre periférica (PBMC) de ancianos.

3. Materiales y métodos

3.1. Disefio experimental y protocolo de entrenamiento

El estudio tuvo una duracion de 10 semanas, correspondiendo la primera y Ultima
semanas a la toma de datos y recogida de muestras y las ocho intermedias al periodo de
entrenamiento. En el estudio participaron 12 ancianos sanos de entre 65 y 87 afios. Los criterios
de inclusion se basaron en la ausencia de ingestion de medicacién hormonal o antiinflamatorios
durante el mes anterior al estudio, asi como no presentar contraindicaciones médicas para
realizar ejercicio, la ausencia de enfermedades o afecciones y no haber realizado en el Gltimo
afio ningun entrenamiento. Por otro lado, se inform6 detalladamente a los participantes tanto de
los propdsitos como de los posibles beneficios y/o riesgos asociados a la participacion en el
estudio, y se solicitd su consentimiento por escrito. El estudio fue aprobado por el Comité de

Etica de la Universidad de Leon y fue realizado conforme a las normas éticas derivadas de la
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Declaracion de Helsinki sobre ensayos clinicos en humanos.

Los participantes fueron distribuidos aleatoriamente entre el grupo control (n = 4), el

cual continud con sus rutinas diarias, y el grupo entrenado (n = 8), donde los ancianos

completaron 16 sesiones de entrenamiento de vibracion de todo el cuerpo. El entrenamiento de

vibracion de todo el cuerpo se realizé en una plataforma de vibracion (Fitvibe, Gymna Uniphy

NV, Bilzen, Bélgica) durante 8 semanas. Las sesiones constaron de 10 minutos de

calentamiento. Los ejercicios realizados variaron entre la realizacion de media sentadilla,

sentadilla completa, sentadilla amplia en cuclillas o el entrenamiento de gemelos, como se

refleja en la tabla 1, adaptada de (Machado et al., 2010). Las repeticiones y el tiempo dedicado

a los ejercicios fueron aumentando progresivamente a lo largo de las semanas.

Tabla 1. Protocolo de entrenamiento de vibracién utilizado en los diferentes ejercicios: media sentadilla (A),
sentadilla completa (B), sentadilla amplia en cuclillas (C) y el entrenamiento de gemelos (D).

Semana Repeticiones por serie Duracion Descanso  Descanso  Amplitud Frecuencia Modalidad
del ejercicio entre entre
gjercicios  series
|
A B D Segundos Minuto Minuto mm Hz
| | | | | | | |
1 1 1 - 30 3 5 4 20 Estatico
2 1 1 1 30 3 5 4 25 Estatico
3 2 2 1 30 3 5 4 30 Estatico
4 1 1 2 30 3 5 4 30 Dinamico
5 2 2 1 45 2,5 5 4 35 Dinamico
6 1 1 2 45 2,5 5 4 35 Dinamico
7 2 1 2 60 2,5 5 4 35 Dinamico
8 1 2 2 60 2,5 5 4 35 Dinamico

3.2. Obtencion de muestras sanguineas y aislamiento de las PBMC

Las muestras sanguineas se obtuvieron en los 5-6 dias anteriores y posteriores del

periodo de entrenamiento. Para ello, los sujetos acudieron siempre a la misma hora de la mafiana
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en ayuno de 8 horas. La extraccion de sangre (30 ml) se realizé mediante una puncion en la
vena braquiocefalica mediante el sistema Vacutainer™ (Franklin Lakes, EE. UU), usando acido

etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante.

Como se muestra en la figura 3, La sangre obtenida se centrifug6 a 1500 xg (3000 rpm)
durante 10 minutos a 4°C para separar el plasma. Seguidamente, se resuspendié el resto de la
muestra con tampdn fosfato salino (PBS) en un volumen igual al volumen de plasma retirado,
al que adicionalmente se afiadio PBS en el mismo volumen obtenido. A continuacion, se realizo
un gradiente de densidad con solucién separadora Ficoll (Biochrom AG, Berlin, Alemania)
(Cuevas et al., 2005). Seguidamente, se realiz6 una centrifugacion a 890 xg (1200 rpm) durante
40 minutos a temperatura ambiente. Una vez obtenidas las células de la interfase se mezclaron
con PBS hasta un volumen de 10 ml y se realiz6 una centrifugacion a 2630 xg (2300 rpm)
durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Por Gltimo, el sobrenadante se decantd y el pellet
obtenido se resuspendi6 en 0,5 ml de PBS para realizar una ultima centrifugacion a 2630 xg
(2300 rpm) durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Una vez retirado el sobrenadante, las

PBMC fueron almacenadas a -80°C.
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Figura 3. Proceso de extraccién de las PBMC. Tomada de Estébanez (2021).
3.3. Cuantificacion proteica

La cuantificacion proteica se realizé mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).
Primeramente, se realiz6 una recta patron de albumina sérica bovina (BSA), partiendo de 0,5
mg/ml de BSA Standard Solution. Posteriormente, en placas de 96 pocillos, se cargaron 160 pl

de cada punto de la recta o 160 pl de cada muestra (en una dilucion 1:318), a los que se les
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afiadi6 40 pl del reactivo de Bradford (Coomassie brilliant blue solution Bradford. Ref: 500-
0006 Bio-Rad). Por ultimo, se midid la absorbancia a 595 nm y se analizaron los resultados en
el programa de software de hojas de calculo Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, EE.

UU.), interpolando las concentraciones proteicas desconocidas, es decir las muestras problema.

3.4. Western blot

El envejecimiento puede tener efectos negativos en los individuos, para ello se
estudiaron los procesos mitofagicos y las funciones mitocondriales en ancianos que habian sido
sometidos a entrenamientos frente a un grupo control que no habia sido entrenado. Los efectos
se estudiaron mediante las proteinas que se hombran a continuacién: Mfnl, Parkin, VDAC1,
Bnip3, PINK1 y PGC-1a, mediante la técnica de Western blot.

Para llevar a cabo las electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE, del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide), en primer lugar, se elaboraron
los geles de poliacrilamida (Bio Rad, Hercules, CA, EE.UU.) con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE), cuya concentracion varid entre 9% y 12%, dependié del mayor o menor tamafio,
respectivamente, de las proteinas a evaluar. Para las proteinas Mfn1, Parkin, VDACL, Bnip3y
PGC-1a se utilizaron geles de 9%, a su vez, para la proteina PINK1 se utilizaron geles de 12%.
Para ello se elabor6 una primera fase, el gel separador (running gel), situado en la parte inferior
y encargado de separar las proteinas en funcion de su peso molecular, debido al porcentaje de
acrilamida que presenten los geles, y una segunda fase, el gel concentrador (stacking gel), el
cual se sitia encima del anterior y desempefia la funcion de permitir la llegada de las muestras
de forma uniforme al gel separador. Seguidamente, se realizé la electroforesis, cargando 40 pg
de proteina en un volumen final de 20 pl, junto con los marcadores de pesos moleculares. La
electroforesis se inicid a 80 V vy, una vez que las muestras pasaron del gel concentrador al

separador, se aumentd a 120 V hasta su finalizacion.

A continuacion, las membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) immobilon-P
(Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) fueron activadas en metanol durante 15 segundos y se
transfirieron las proteinas desde los geles mediante el sistema Trans Blot Turbo Transfer
(Biorad, Hercules, CA, EE.UU.). Posteriormente, las membranas se bloquearon en leche al 5%
PBS-Tween (PBS-T) durante 30 minutos a 37 °C. Inmediatamente, las membranas fueron
incubadas con los anticuerpos primarios, a las concentraciones indicadas en la tabla 2, hasta el

dia siguiente (overnight) a 4 °C.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en la deteccién y cuantificacién, mediante la técnica Western blot, de proteinas.
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Los anticuerpos presentan sus respectivas concentraciones, peso molekular en kilodalton (kDa), referencia y casa
comercial. Santa Cruz Biotechnology ® (EE. UU.) y Abcam ® (Reino Unido).

Proteina Peso molecular (kDa) Casa comercial Referencia Concentracion
Mfnl 84 Abcam ® ab104274 1:1000
Parkin 50-58 Santa Cruz Biotechnology ® Sc-32282 1:200
VDAC1 30-35 Santa Cruz Biotechnology ® sc-8828 1:100
Bnip3 22 Santa Cruz Biotechnology ® sc-56167 1:200
PINK1 66 Abcam ® ab174775 1:200
PGC-1a 90 Santa Cruz Biotechnology ® sc-13067 1:100

Al dia siguiente, se procedio al lavado de las membranas con PBS-T, tres veces durante
5 minutos. A continuacion, se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario, adecuado
al anticuerpo primario, conjugado con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) (Dako,
Glostrup, Denmark), durante una hora a temperatura ambiente y se repitieron nuevamente los
lavados. Adicionalmente, se obtuvo la proteina f-actina como control de carga. Por Gltimo, las
membranas fueron incubadas en los reactivos del kit de aumento de quimioluminiscencia-HRP
(ECL), Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, EE. UU.), en oscuridad,
durante 1 minuto. Por altimo, se expusieron las membranas a peliculas fotograficas (Amersham
Hyperfilm ECL, Amersham, Little Chalfont, Reino Unido), para, finalmente, ser reveladas en
los liquidos revelador y fijador. Las bandas obtenidas para cada proteina fueron cuantificadas
mediante el programa image J (Bethesda, MD, EE.UU.) y se trataron los datos en Microsoft
Excel (Microsoft, Redmond, WA, EE. UU.).

3.5. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el programa SPSS version 21 (IBM, Armonk,
NY, EE.UU.). Una vez comprobada la distribucién normal de los datos con el test de Shapiro-
Wilk, se realizo la prueba T-student para evaluar la existencia de diferencias entre los grupos
en estado basal. Seguidamente, se analizaron los datos mediante un analisis de varianza
(ANOVA) con medidas repetidas por grupo (GC y GE) y tiempo (antes y después del
entrenamiento). Adicionalmente, se realizaron comparaciones mdltiples post hoc mediante el
analisis de Bonferroni. Se establecio el valor de p < 0,05 para la existencia de diferencias
significativas. Los datos se presentan como media = error estandar de la media (EEM).

4. Resultados
Para estudiar los efectos del entrenamiento de vibracion de 8 semanas de duracién sobre
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el envejecimiento en los ancianos, se evaluaron las siguientes proteinas: Mfn1, Parkin, VDAC1,
Bnip3, PINK1y PGC-1a, implicadas en la biogénesis, dindmica mitocondrial y la mitofagia en

las PBMC de los ancianos participantes.

4.1. Efectos del entrenamiento de vibracion de cuerpo completo sobre la biogénesis y la
dindmica mitocondrial en las PBMC de ancianos
En la figura 4, no se encontraron diferencias significativas entre el GC y el GE antes del

periodo de entrenamiento en ninguna de las proteinas involucradas en la biogénesis y dinamica

mitocondrial; (Mfn1, p = 0,107; PGC-1a, p = 0,572).

Como se muestra en la figura 4A, los niveles de Mfnl no variaron significativamente
en el GC (p = 0,305), mientras que se observé un incremento significativo (p = 0,011) en el GE
después del periodo de entrenamiento. Este incremento también se encontré significativo (p =
0,033) cuando se compar6 con el GC. De la misma manera, los niveles de PGC-1a (Figura 4B)
no variaron significativamente en el GC (p = 0,730), pero aumentaron significativamente (p =

0,035) en el GE después del entrenamiento.
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Figura 4. Cuantificacion densitométrica y Western Blot representativos de Mfnl (A) y PGC-1a (B) en PBMC de
ancianos, antes (pre) y después (post) de un programa de entrenamiento de vibracion. Los valores se presentan
como la media £ EEM, y se dividen en dos grupos, el grupo control (GC) y el grupo entrenado (GE). *Diferencias
significativas con respecto al valor pre (antes del entrenamiento) del mismo grupo (p < 0.05). #Diferencias
significativas entre el valor post (después del entrenamiento) del grupo entrenado y el grupo control (p < 0.05).
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4.2. Efectos del entrenamiento de vibracion de cuerpo completo sobre la mitofagia en las
PBMC de ancianos

En la figura 5, no se encontraron diferencias significativas entre el GC y el GE antes del
periodo de entrenamiento en ninguna de las proteinas involucradas en la mitofagia; (PINK1, p
=0,837; Parkin, p = 0,928; VDAC1, p = 0,347; Bnip3, p = 0,242).

Como se puede observar en las figuras 5A-D, los niveles de PINK1 (5A) no variaron
significativamente en ninguno de los grupos (GC, p = 0,467; GE, p = 0,340). Por otro lado, la
expresion de Parkin no vario significativamente en el GC (p = 0,828); sin embargo, aumento
significativamente (p = 0,042) en el GE después del entrenamiento. Ademas, los niveles de la
proteina VDACL se encontraron estadisticamente no significativos en ambos grupos después
del periodo de entrenamiento (GC, p = 0,992; GE, p = 0,131). Sin embargo, se observaron
niveles elevados de VDACL1 en el GE cuando se compararon con el GC después del
entrenamiento de vibracion de cuerpo completo (p = 0,010). Por ultimo, los valores de Bnip3
no variaron significativamente en ninguno de los grupos (GC, p = 0,365; GE, p = 0,350).
Ademas, tampoco variaron significativamente los niveles entre el GC y el GE después de

someterse a los entrenamientos (p = 0,489).
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Figura 5. Cuantificacion densitométrica y Western Blot representativos de PINK1 (A), Parkin (B), VDACL1 (C) y
Bnip3 (D) en PBMC de ancianos, antes (pre) y después (post) de un programa de entrenamiento de vibracién. Los
valores se presentan como la media + EEM, y se dividen en dos grupos, el grupo control (GC) y el grupo entrenado
(GE). *Diferencias significativas con respecto al valor pre (antes del entrenamiento) del mismo grupo (p < 0.05).
#Diferencias significativas entre el valor post (después del entrenamiento) del grupo entrenado y el grupo control
(p < 0.05).
5. Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar los efectos de un programa de
entrenamiento de vibracion de cuerpo completo sobre las principales proteinas que participan
en la biologia mitocondrial en las PBMC de ancianos. Los resultados obtenidos mostraron un
incremento en los niveles de expresion de las proteinas involucradas tanto en la biogénesis y la
dindmica mitocondrial, concretamente del proceso de fusion, como en la via mitofagica de
PINKZ1/Parkin, pero no en la via mitofagica de Bnip3/Nix, en el GE después del haber

completado 8 semanas de entrenamiento.

Se ha comprobado que, a medida que se envejece, tiene lugar una desregulacion de las
funciones mitocondriales, conduciendo a una disminucién en la densidad mitocondrial y de la
capacidad oxidativa por volumen mitocondrial, disminuyendo la oxidacion de sustratos y la

obtencion de energia en el ciclo de Krebs (Conley et al., 2000; Gureev et al., 2019).

PGC-1a es una proteina clave en la biogenesis mitocondrial, con un papel primordial en
el mantenimiento del estado funcional de las mitocondrias (Conley et al., 2000; Gureev et al.,
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2019). En el presente trabajo se observd un incremento de los niveles de PGC-1a con el
protocolo de vibracion. Estos resultados concuerdan con los del estudio de Broskey et al.
(2014), quienes observaron dicho incremento en las PBMC de ancianos tras 16 semanas de
entrenamiento aerdébico (Broskey et al., 2014), aunque son discrepantes con la disminucién
presentada por Derbré et al. (2012) en el musculo esquelético de ratas envejecidas después de
3 semanas de entrenamiento de resistencia aerobica. Esta diferencia podria deberse a los
variables niveles de ROS en los diferentes tejidos durante el envejecimiento, de manera que las
vias de sefalizacion celular sensibles a redox podrian dificultar la respuesta al ejercicio. En el
presente estudio, la estimulacién de la biogénesis mitocondrial mediada por el ejercicio fisico
podria generar un mejor rendimiento mitocondrial, un aumento del contenido mitocondrial, un
mayor consumo de oxigeno, un aumento de la sintesis de ATP, una mayor capacidad de
mitofagia y una menor produccién de ROS (Broskey et al., 2014). Ademas, una reciente
revision ha puesto de manifiesto que el aumento de los niveles de PGC-1a es capaz de prevenir
enfermedades y cambios relacionados con el envejecimiento (Lee et al., 2019).
Especificamente, estudios realizados in vitro e in vivo demostraron que la activacion de PGC-
lo causada por farmacos o intervencion genética protege frente al acortamiento telomérico.
Ademaés, también previno los cambios relacionados con el envejecimiento, como pueden ser la
mayor susceptibilidad a lesiones y enfermedades o la disfuncion de 6rganos, en el corazén,
cerebro y musculo esquelético y fue capaz de prevenir enfermedades renales mediante la

disminucion de la disfuncion renal (Lee et al., 2019).

La Mfn1 es una proteina clave en la dindmica mitocondrial, concretamente en el proceso
de fusion, que se encuentra ubicada en las OMM e IMM ( Malka et al., 2005; Song et al., 2009;
Liu et al., 2020). En concordancia con los resultados presentados por Estébanez et al. (2019)
en respuesta a un entrenamiento de fuerza de 8 semanas, en el presente trabajo se observo un
incremento de la expresion de la Mfnl en las PBMC de los ancianos entrenados. Los estudios
llevados a cabo en C.elegans y D.melanogaster han dilucidado que una mayor fusion
mitocondrial se asocia con un aumento de la longevidad (Chaudhari y Kipreos, 2017; Rana et
al., 2017). Ademas, la sobreexpresion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) en las
células endoteliales humanas promovié la fusion mitocondrial, al disminuir el nivel de la
proteina de fisién Drpl (Wang et al., 2017). Por ello, el ejercicio podria ser capaz de retrasar el
envejecimiento mediante el aumento de la fusién mitocondrial, generado por una mayor
expresion de Mfnl.

Se ha demostrado, mediante diversos estudios, que la maquinaria autofagica disminuye
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su intensidad en diversos 6rganos y tejidos como pueden ser la médula espinal, el higado, el
cerebro, el corazdn, los pulmones, los rifiones e incluso el timo ( Liu et al., 2018; Fang et al.,
2019), asi como en las PBMC a medida que se envejece (Huang et al., 2012; Mejias-Pefia et
al., 2016). Por otro lado, el ejercicio fisico actia como inductor de la autofagia in vivo, pudiendo
generar un retraso en el envejecimiento (He et al., 2012). Como se indicé en la introduccion, la
mitofagia es un tipo de autofagia selectiva por el cual se degradan las mitocondrias, pudiendo
ser mediada por las vias de PINK1/Parkin y de Bnip3/Nix, principalmente (Schiavi y Ventura,
2014). En el presente estudio, los valores de PINK1 no sufrieron variaciones significativas con
el ejercicio, concordando con los resultados presentados por Estébanez et al. (2019) en
respuesta a un entrenamiento de fuerza de 8 semanas. Sin embargo, la expresion de Parkin
aumento significativamente en respuesta al entrenamiento de vibracion cuerpo completo, como
también observaron O'Leary et al. (2013) en mdsculo esquelético de ratas después de realizar
ejercicio y Scarffe et al. (2014) mediante la acumulacion de Parkin para intentar controlar la
calidad y cantidad mitocondrial. Ademas, aunque el estudio de Fealy et al. (2014) no mostro
cambios en la expresion del ARNm de Parkin y PINK1 en el musculo humano de ancianos
obesos sometidos a un entrenamiento aerobico de 12 semanas, ni diferencias en los niveles del
ARNmM de PINK1 entre ancianos activos o sedentarios (Drummond et al., 2014), si encontraron
elevados los niveles del ARNm de Parkin en los ancianos activos (Drummond et al., 2014).

Se ha observado que las mutaciones en las proteinas Parkin y PINK1 pueden generar
Parkinson autosémico recesivo de inicio temprano ( Valente et al., 2004; Miller y Mugqit, 2019),
enfermedad estrechamente relacionada con el envejecimiento. Ademas, se ha observado una
expresion de PINK1 disminuida en tejido hepatico y hepatocitos en ratones de mas de 18 meses
de vida (Niemann et al., 2017); aunque en muestras de musculos de ratas y humanos no se han
encontrado cambios significativos en los niveles de PINK1 asociados al envejecimiento
(Ogborn et al., 2015; Capitanio et al., 2016b). Por otro lado, sustancias como el resveratrol, un
antioxidante natural polifendlico presente en el vino tinto y las uvas (Baolin et al., 2004; Deng
etal., 2015), tienen la capacidad de retrasar el envejecimiento mediante la activacion de sirtuina
1 (Sirtl), lo cual conlleva una disminucion del estrés oxidativo, promoviendo la respuesta de
sefializacion mitocondrial inicial, generando la activacion de PINK1, promoviendo asi la
mitofagia (Kitagishi et al., 2017). Dado que en el presente estudio solo se encontraron elevados
los niveles de Parkin después del entrenamiento, se hace necesario dilucidar si el ejercicio
podria estar incrementando la biodisponibilidad de esta proteina en un intento de controlar la

calidad mitocondrial mediante la mitofagia (Scarffe et al., 2014) o si el incremento de Parkin
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en respuesta al entrenamiento juega un papel central en la biogénesis mitocondrial, regulando
tanto la transcripcion como la replicacion del ADN mitocondrial (Kuroda et al., 2006), de
manera que, en cualquier caso, disminuya la disfuncién mitocondrial asociada al

envejecimiento (Drummond et al., 2014).

La proteina VDACL1 se encarga de realizar varias funciones en la célula, entre ellas: 1/
crecimiento celular, 2/ mantenimiento de la supervivencia celular, 3/ regular el transporte de
calcio, 4/ mantenimiento de la plasticidad sinaptica mediante la permeabilidad sinéptica en el
poro de transicion, 5/ regular el transporte de ATP, 6/ regular los cambios estructurales, 7/
regular la forma mitocondrial, 8/ regular la sefializacion de la apoptosis, y 9/ regular las
interacciones de la hexoquinasa con las mitocondrias (Shimizu et al., 1999; Krauskopf et al.,
2006; Raghavan et al., 2012).

En el presente trabajo, se observd un incremento significativo de VDACL1 en el GE
frente al GC después del periodo de entrenamiento. No obstante, no se encontraron cambios en
los niveles de VDACL en las PBMC de los ancianos entrenados vs. su estado basal,
concordando con los estudios en musculo esquelético de joévenes y ancianos de Gram et al.
(2014) y Ogborn et al. (2015). Asimismo, en el caso de los humanos, algunos estudios
observaron que el envejecimiento no disminuy6 los niveles de VDAC1 en el musculo
esquelético cuando se compararon jovenes y ancianos (Gram et al., 2014; Ogborn et al., 2015).
En diversos estudios llevados a cabo en ratas, se evidencio que el nivel de VDAC1 disminuye
en las mitocondrias aisladas del cerebro y en el musculo triceps de ratas viejas ( Krestinina et
al., 2015; Capitanio et al., 2016b). Estos hallazgos podrian indicar que los niveles de VDAC1
varian en funcién del tejido analizado o del modelo animal empleado. Aunque en el presente
estudio no se pudo evaluar los niveles de VDAC1 en ancianos respecto a jovenes, si se observo
que el GE presentd niveles elevados no significativos respecto al GC en estado basal. Esto
podria difuminar el efecto del entrenamiento realizado sobre los niveles de VDAC1, ya que el

incremento estimulado por el ejercicio si fue significativo respecto al GC.

Por ultimo, Bnip3 es una proteina iniciadora de la mitofagia que se encuentra regulada
por la hipoxia (Bruick, 2000; Ney, 2015). Bnip3 actta junto con Nix en la autofagia mediante
varios mecanismos: 1/ la competencia de Bnip3 o Nix por unirse a Bcl-2, que ocasiona la
liberacion de Beclinl ( Maiuri et al., 2007; Bellot et al., 2009), 2/ generando disfuncion
mitocondrial, mediante el aumento de la produccion de ROS causada por Bnip3 o Nix (Scherz-

Shouval y Elazar, 2011), o 3/ mediante la union de Bnip3 al homologo de Ras enriquecido en
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el cerebro (Rheb), un activador aguas arriba de la diana de rapamicina en mamiferos (mTOR),

de manera que Bnip3 reprime a mTOR y activa la autofagia (Li et al., 2007).

En el presente trabajo, no se encontraron cambios significativos en la expresion de la
proteina Bnip3 en las PBMC de ancianos después del protocolo de entrenamiento. Estos
resultados concordaron con los de Estébanez et al. (2019) en respuesta a 8 semanas de
entrenamiento de fuerza, sugiriendo que esta via mitofagica podria no ser estimuladas por el
entrenamiento de vibracién o que posiblemente la activacion de la respuesta de proteinas
desplegadas (UPR) podria inhibir la activacion. No obstante, serian necesarios mas estudios
para confirmar estas hipétesis. Sin embargo, para diversos autores la respuesta de Bnip3 al
ejercicio no esta clara, como se refleja en dos estudios llevados a cabo en el musculo esquelético
de ancianos activos, en comparacion con sedentarios, en los cuales se observaron tanto niveles
disminuidos como elevados (Drummond et al., 2014; Zampieri et al., 2015). Asimismo,
tampoco se encontraron variaciones en el ARNm de Bnip3 después de una sola sesion de
entrenamiento de fuerza en el musculo esquelético de varones adultos (Ogborn et al., 2015), o
después de 24 semanas de ejercicio combinado aerdbico y de fuerza en el musculo esquelético
de mujeres con sobrepeso (Wohlgemuth et al., 2011). Sin embargo, algunos estudios han
encontrado un incremento de los niveles de Bnip3 en ancianos sedentarios (Zampieri et al.,
2015; Sebastian et al., 2016), probablemente como un intento de minimizar el dafio
mitocondrial mediante el aumento de los niveles de Bnip3 para compensar la pérdida de
mitofagia (Sebastian et al., 2016).

La deficiencia de Bnip3 esta asociada con la acumulacion en el higado de mitocondrias
disfuncionales (Ney, 2015), mientras que una sobreexpresion de Bnip3 conduce a la apertura
del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial en los cardiomiocitos y a la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, generando la muerte de las células cardiacas y disfuncion
mitocondrial (Dhingra et al., 2017). Sin embargo, no estd completamente dilucidado el efecto
que el envejecimiento ejerce sobre esta via mitofagica, ya que mientras que se encontraron
niveles disminuidos en el corazdn de ratas envejecidas (Capitanio et al., 2016a), en los musculos

de ancianos los niveles no variaron ( Ogborn et al., 2015; Distefano et al., 2017).

6. Conclusiones
El protocolo de entrenamiento de vibracion de cuerpo completo de 8 semanas al que
fueron sometidos los ancianos participantes demostrd la capacidad que tiene este tipo de

ejercicio como regulador de la biologia mitocondrial, evitando la disfuncion mitocondrial
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progresiva causada por el envejecimiento y pudiendo presentarse como una intervencion de

bajo coste frente al envejecimiento.

El ejercicio de vibracion aumento significativamente los niveles de PGC-1a y Mfn1. El
aumento del numero de mitocondrias saludables junto con la estimulacién de la fusion
mitocondrial podria diluir en la red mitocondrial el dafio ocasionado por el envejecimiento.
Ademas, aunque el protocolo de entrenamiento utilizado en el presente trabajo no modificé los
niveles de PINKZ1, el ejercicio incrementd los niveles de Parkiny VDACL, lo cual podria indicar
un aumento de la mitofagia mediante la activacion de la via mitofagica inducida por dafios
como control frente a la acumulacion de mitocondrias disfuncionales durante el envejecimiento.
Sin embargo, la ausencia de resultados significativos en las variaciones de PINK1 no permiten
obtener conclusiones claras acerca de capacidad inductora del ejercicio de vibracion sobre la
mitofagia causada por dafios. Por otra parte, el ejercicio de vibracion no ejercié cambios
significativos en Bnip3, sugiriendo que la mitofagia inducida por el desarrollo no es activada
por el ejercicio o que las respuestas generadas a nivel de la biogénesis y dindmica mitocondrial,
asi como la mitofagia mediada por Parkin, son suficientes para resolver el dafio mitocondrial

ocasionado por el envejecimiento.

7. Limitaciones
El presente estudio cuenta con diversas limitaciones que se exponen a continuacion:

- El nimero de individuos control del que se dispuso fue bajo. Por lo tanto, seria
necesario aumentar la cantidad de estos sujetos para obtener unos resultados mas

representativos.

- El rango de edades oscila entre los 65 y 87 afios, lo cual puede ser un factor
determinante a la hora de que existan variaciones significativas o no. Debido a que las funciones
mitocondriales empeoran a medida que se envejece, a los 87 afios hay mas probabilidades de
sufrir una mayor disfuncién mitocondrial que a los 65 afios. De igual manera, aunque el
ejercicio fisico que realizaron los individuos puede reducir la disfuncion mitocondrial causada
por el envejecimiento, la respuesta al entrenamiento puede ser diferente en funcion de la edad

de los mismaos.

- No fue posible analizar todas las proteinas principales involucradas en los diferentes
procesos mitocondriales, como las proteinas involucradas en la biogénesis (TFAM), fusion
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(Mfn2 y OPAL1), fision (Drply Fisl), y en la mitofagia (Nix, Bcl-2, LC3 0 p62). La evaluacion
de estas proteinas proporcionaria una vision mas completa de las modificaciones mitocondriales

en respuesta al entrenamiento en las PBMC de ancianos.

- La expresion de algunas de las proteinas involucradas en la biologia mitocondrial
Unicamente se ha evaluado mediante el método de Western blot. Para ratificar los resultados
obtenidos, seria de gran interés utilizar ensayos adicionales, como puede ser el andlisis de la
expresion génica por RT-PCR, la evaluacion de la fosforilacion o ubiquitinacion de proteinas
de la OMM, o la interaccion de Parkin/TFAM (Kuroda et al., 2006), Bcl-2/Beclin 1 0 LC3/p62
mediante co-inmunoprecipitacién o ensayos de proximidad como el Duolink® Proximity
Ligation Assay (PLA).

- Finalmente, es importante destacar la escasa bibliografia sobre el estudio de la

mitofagia y el entrenamiento de vibracion existente en la actualidad.
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