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La ciencia es como una persona caprichosa
a la que hay que dedicar tiempo y conquistar cada dia.

Si lo haces, no tengas dudas de que te dara muchas

alegrias.

ADRIAN DE LA ROSA G.
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RESUMEN

Introduccion: El ejercicio fisico es un agente modulador
de cambios relacionados con la salud en el ser humano,
gue participa en el mantenimiento de ésta y en la
prevenciéon de distintas enfermedades. A causa de esto,
cada vez mas se utiliza como herramienta para prevenir y

tratar diferentes patologias.

En la actualidad hay amplia evidencia que indica que la
practica de ejercicio fisico, de manera regular, mejora la
salud y reduce el riesgo de enfermedades relacionadas con
la edad. Asi mismo, ha sido establecida la relacion inversa
entre una vida fisicamente activa y el riesgo de sufrir
decline cognitivo, siendo la inactividad fisica uno de los
principales factores de riesgo para padecer Alzheimer, lo

gue a su vez indica que podria ser prevenido.

Aunque los mecanismos exactos por los cuales el ejercicio
fisico tiene efectos positivos a nivel cognitivo no se
conocen completamente, se sabe que la sintesis y la
liberacion de factores neurotréficos y citocinas, a nivel
cerebral y periférico, juegan un papel importante en la
activacion de las vias de sefializacibn encargadas de

regular la cognicion.

Entre los factores troficos y biomarcadores relacionados

con la funcion cognitiva, el factor neurotréfico derivado del



cerebro (BDNF), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), la Catepsina B (CTSB) y las sirtuinas
(SIRT1, SIRT2, SIRT3 y SIRT6) han sido medidos en la
presente tesis. Estos factores juegan un papel importante
en distintos procesos relacionados con la neurogénesis
hipocampal, sinaptogénesis, mantenimiento y
diferenciacién neuronal, axogénesis, dendrogénesis y
angiogénesis, lo que a su vez permite que sean
potenciadoras de eventos complejos como el aprendizaje,

la memoria y la plasticidad cerebral.

Objetivos: Nuestro objetivo principal fue determinar si la
practica, a largo plazo (35 £ 15 afios), de un deporte de
equipo como el rugby promueve el mantenimiento de la
memoria en hombres de mediana edad. De igual forma,
qguisimos caracterizar los cambios en los factores troficos y
marcadores de inflamacion, defensa antioxidante y dafio
oxidativo a nivel periférico, en sujetos sedentarios y activos,

tanto jovenes como de mediana edad.

Metodologia: Inicialmente reclutamos 60 voluntarios
sanos entre 17 y 68 afios de edad. Los sujetos fueron
asignados a tres grupos diferentes: MSG [Middle-Aged
Sedentary Group (Grupo sedentario de mediana edad),
entre 47 y 67 anos de edad; n=25]; MTG [ Middle-Aged
Trained Group (Grupo Entrenado de Mediana edad), entre
46 y 68 anos de edad; n=24] y YSG [Young Sedentary



Group (Grupo Sedentario Joven), entre 17 y 21 afios de
edad; n=21]. Sin embargo, tras los analisis de expresion
génica decidimos reclutar un cuarto grupo que penamos
nos podria aportar informacion relevante, para compararla
con los deméas grupos experimentales: YTG [Young
Trained Group (Grupo Entrenado Joven), entre 18 y 25
afos de edad; n=16]. Los afios de educacion, el habito
tabaquico y la hiperglicemia fueron considerados al
momento del reclutamiento para controlar el sesgo entre

los grupos entrenados y sedentarios.

Todos los participantes en el MTG eran jugadores de rugby
aficionados que lo habian estado practicando durante 35 +
15 afos, mientras que los sujetos de YTG se ejercitaron
regularmente durante los Ultimos siete afos, aunque la
frecuencia, duracion e intensidad de su ejercicio fueron
variadas. Los deportes practicados por el YTG incluyeron

tenis, atletismo, fatbol y/o taekwondo.

Resultados: El analisis neuropsicolégico mostré6 mejoras
significativas en la memoria a través de las pruebas de
Recuerdo Inmediato Libre y Facilitado, en MTG en

comparacion MSG.

A nivel de expresidon génica encontramos mayores niveles
de las enzimas Catalasa y SOD1, asi como de SIRT1 y
SIRT3 en MTG respecto a MSG. De igual forma, MTG



presento menor expresion de la citocina pro-inflamatoria IL-
6 que MSG y YSG.

Por otra parte, encontramos menores niveles séricos de
BDNF y plasmaticos de CTSB, en reposo, en los grupos
entrenados respecto a los sedentarios. Los niveles de
BDNF y CTSB se correlacionaron inversamente con las
horas semanales de ejercicio fisico (r= -0.32; p<0.05y r= -
0.41; p<0.01, respectivamente). También encontramos
menores niveles de peroxidacion lipidica en los grupos
MTG y YTG respecto a MSG y YSG.

Conclusiones: El ejercicio fisico a largo plazo tiene un
impacto positivo en sujetos de mediana edad, al retrasar el
inicio de la pérdida de memoria fisiolégica y modular al alza
la expresibn de genes asociados con la defensa
antioxidante enddgena, el envejecimiento y la inflamacion,
a nivel periférico. De igual forma, tanto en la mediana edad
como en la edad joven, la practica regular de ejercicio fisico
modifica los niveles periféricos basales de BDNF y CTSB y
protege contra el dafio oxidativo, lo cual sugiere la
efectividad del ejercicio como estrategia preventiva contra
la pérdida de memoria relacionada con la edad y la mejora

del estado redox.
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1. Introduccién

1.1. EJERCICIO FISICO Y SALUD

La préactica regular de ejercicio fisico (EF) genera varios
beneficios a nivel sistémico. A nivel muscular induce
mejoras en la homeostasis de la glucosa y un aumento en
la sensibilidad a la insulina™, aumenta la capilarizacion®,
la biogénesis mitocondrial®, la defensa antioxidante
endogena’?® y estimula la hipertrofia muscular®. Asi mismo,
genera efectos positivos a nivel cardiovascular a causa de
una mejora en la funcién endotelial'® y el flujo sanguineo
coronario!!. Sus efectos también son positivos en la funcién
cognitiva'?, la composicion corporal®, el perfil lipidico'4, la
inflamacién sistémica®®, y la disminucién de la pérdida de

la densidad mineral ésea propia del envejecimiento?®.

Todo lo anterior indica que el EF es un agente modulador
de cambios relacionados con la salud en el ser humano,
gue participa en el mantenimiento de ésta y en la
prevencion de distintas enfermedades. A causa de esto,
cada vez mas se utiliza como mecanismo profilactico y
como herramienta para tratar diferentes patologias. Al
respecto, Saltin y Pedersen (2015)’ revisaron los efectos
del EF en 26 enfermedades crénicas de tipo psiquiatrico,
neurolégico, metabdlico, cardiovascular, pulmonar, en
trastornos masculo esqueléticos y céancer, lo cual
demuestra que los efectos beneficiosos de la practica de

EF no se circunscriben a un sistema biologico en particular.
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1. Introduccidn

En la presente tesis nos centraremos, principalmente, en
abordar algunos de Ilos mecanismos moleculares
subyacentes a la practica de EF de manera regular, que
podrian derivar en la mejora de la funcion cognitiva y la
prevencion de la sintomatologia asociada a la enfermedad
de Alzheimer. Para tal fin, empezaremos por dar algunas
aproximaciones del significado de la funcion cognitiva y de
la fisiopatologia de esta enfermedad.

1.2. FUNCION COGNITIVA

En la actualidad no hay un consenso sobre el significado
del término funcién cognitiva, con lo cual la literatura nos
ofrece varias aportaciones como la realizada por Eysenck

13

M (1990)8, quien la define como “el conjunto de
operaciones usadas para el procesamiento de Ia
informacion por el sistema nervioso central, las cuales
incluyen la memoria, la atencién, la percepcion, la
vigilancia, la resolucion de problemas, el tiempo de

reaccion y el tiempo de movimiento”.

Para Benjafield, Smilek, & Kingstone (2010)°, la funcién
cognitiva es “el resultado de procesos mentales internos
como percibir, recordar, hablar, pensar, tomar decisiones y

resolver problemas”.
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Mas recientemente, Jiawei Zhang (2019)%° definié la
funcién cognitiva como “el conjunto de procesos mentales
gue nos permite recibir, seleccionar, almacenar
transformar, desarrollar 'y recuperar informacion

procedente de estimulos externos”.

Las aportaciones anteriores nos permiten concluir que
cuando hablamos de funcién cognitiva, implica al sistema
nervioso central para el procesamiento de distintos tipos de
informacion, con el objetivo de almacenarla o emitir una

respuesta para resolver un problema.

Por otra parte, las funciones ejecutivas son el conjunto de
capacidades cognitivas esenciales que estan involucradas
en la planificacion, organizacion, regulacion vy
monitorizacion del comportamiento dirigido a realizar la
mayor parte de actividades diarias del ser humano. Entre
estas capacidades se incluyen la inhibicidn, la memoria, la
atencion, la flexibilidad, la planificacion y la resolucion de

problemas?!:22,

1.2.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia
mas comun y una de las patologias neurodegenerativas
mas frecuentes en personas mayores, constituyendo

alrededor del 90% de los casos de demencia en esta
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poblacion. La EA se caracteriza por su irreversibilidad y
progresiva pérdida funcional, conductual y cognitiva,
generalmente acompafiada de distintos trastornos

cerebrales como amnesia, agnosia, apraxia y afasia®3-25.

En la actualidad, cerca de 24 millones de personas en el
mundo padecen de EA y se espera que para el 2050 esta
cifra se cuadruplique?®. Solo en Estados Unidos hoy ocurre
un nuevo caso cada 65 segundos, y para el afio 2050 se
prevé que haya un enfermo cada 33 segundos?’. Estas
cifras son alarmantes si se tiene en consideracion que para
el 2050, se estima que la poblacion mayor de 65 afos se
triplique con relacidn a la existente en el 2010, llegando a

cerca de 1.5 mil millones de personas?.

Un aumento en el nimero de personas con EA elevaria de
forma considerable el gasto sanitario. Sélo en 2017, el
coste anual por atencién a un paciente mayor de 65 afos
con EA, u otro tipo de demencia en Estados Unidos, fue de
48028 $. Es decir, 3.5 veces mas que una persona sin

ningln tipo de demencia?’.

Hebert y colaboradores (2013)2° estimaron que para el afio
2020, en los Estados Unidos, 5.8 millones de personas
padecerian de EA, de las cuales el 83% serian de 75 afios

0 mayores, tal como lo indica la figura 1.1
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= 65.74 ANOS
= 7584 ANOS

= >85 ANOS

Figura 1.1. Proporcion de personas con EA en los Estados Unidos
por edad, para el afio 2020. Creado a partir de datos de Hebert y
colaboradores?.

Varias investigaciones han identificado algunos factores de
riesgo asociados a la EA, como: la edad, el bajo nivel
educativo, la diabetes, la genética, el grupo étnico, la dieta,
lesiones cerebrales previas, trastorno del suefio y bajo nivel

de actividad fisica3%-38,

1.2.2. Fisiopatologia de la Enfermedad de Alzheimer

La EA se caracteriza por la pérdida de sinapsis neuronales
y neuronas piramidales acompafiada de una
neurodegeneracion cognitiva progresiva®®. Las regiones

del cerebro asociadas a las funciones cerebrales mas
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complejas como el hipocampo y el neocortex son las mas

afectadas.

Aunqgue son varias las hipétesis que se manejan para dar
explicacion al origen de la EA, las dos principales
caracteristicas neuropatoldgicas incluyen la acumulacion
extracelular de placas seniles alrededor de las neuronas y
la glia, y la formacion intracelular de ovillos neurofibrilares
(ONFs).

Las placas seniles son formadas principalmente por la
acumulacion de proteina Beta-amiloide (AB) insoluble, en
especial de su isoforma ABas2, la cual es formada por la
escision enzimatica de APP (del inglés Amyloid precursor
protein ) por la via amiloidogénica mediante la accion
enzimatica de la B- y y-secretasas 4%4%, En condiciones
fisiologicas, APP se hidroliza mayoritariamente por la alfa

secretasa (via no amiloidogénica).

Por su parte, los ONFs son formados a partir de la
fosforilacién anormal (hiperfosforilacién) de la proteina Tau,
cuya funcion principal es la de estabilizar los microttbulos
para que se conecten con otros elementos del
citoesqueleto neuronal, tales como los neurofilamentos y la

actina*?.

Sin embargo, existe una tercera caracteristica propia de la

EA que podria relacionar las dos hip6tesis anteriores, la
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cual tiene que ver con la respuesta inflamatoria a nivel

cerebral.

La microglia esta formada por las células inmunes
residentes en el sistema nervioso central (SNC)*. Para
generar un balance entre el depésito y el aclaramiento de
AB, la microglia ejerce un papel fundamental al engullir los
depositos insolubles de este péptido gracias a la activacion
de receptores que promueven la accién fagocitica, como
CD36 y RAGE (del inglés receptor for advanced-
glycosylation endproducts)**4°. Por el contrario, para
eliminar los depdsitos solubles de AR (mas resistentes ala
degradacion enzimatica), la microglia se vale de proteasas
extracelulares como la neprilisina, la IDE (del inglés insulin-
degrading enzyme), ECEL1 (del inglés endothelin converting
enzyme 1), ACE (del inglés angiotensin converting
enzyme), MMP9 (del inglés plasmin, matrix
metalloprotease 9) y la PreP (del inglés presequence

peptidase)*6-48,

Aunque ha sido demostrado que en estadios tempranos de
la EA la respuesta inmune resulta en una remocion del AR,
y con ello una mejora en los sintomas de la enfermedad en
modelos murinos#®°%, durante etapas avanzadas de la
enfermedad se produce una prolongada estimulacion de la
respuesta inmune a causa del AB, lo cual producird una

disminucion en la eficiencia de la microglia para
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degradarlo®. A su vez, esto conllevara a la liberacién de
varios productos téxicos y proinflamatorios como citoquinas
y especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN)
encargadas de aumentar la produccion de AB y la
hiperfosforilacion de Tau, generando mas dafio y muerte
neuronal®>4, lo cual contribuye a aumentar el declive

cognitivo y el desarrollo de la enfermedad.

1.2.3. Ejercicio fisico y funcion cognitiva

Al hablar de EF y funcion cognitiva, distintas
investigaciones emergen al respecto para establecer la
capacidad de éste de inducir una cascada de procesos
celulares y moleculares, que promueven distintos
fendmenos fisioldgicos entre los que se encuentran la
angiogénesis, neurogénesis y sinaptogénesis®8 los
cuales permiten potenciar eventos no menos complejos

como el aprendizaje, la memoria y la plasticidad cerebral®®-
62

La evidencia actual ha establecido que desde el inicio de la
tercera década de vida, se produce una disminucion del
volumen cerebral. De esta forma, el promedio de pérdida
es estimado en aproximadamente un 14% para la corteza
cerebral, 26% para la materia blanca cerebral y 35% para

la materia gris hipocampal entre los 30 y los 90 afios de
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edad, con predisposicion a altas pérdidas en las cortezas
parietal y temporal®®. Paralelo a ello, el aprendizaje, la
memoria y la neurogénesis hipocampal adulta también

disminuyen con el envejecimiento®©5,

Como alternativa a estos cambios estructurales vy
fisiolégicos  propios del envejecimiento, varias
investigaciones han encontrado que las personas
fisicamente activas tienen un menor riesgo de padecer
deterioro cognitivo que las sedentarias, podrian retrasar la
pérdida de la funcién cognitiva propia de la edad?!?32:37:66.67
y aumentar el volumen de materia gris en varias areas del
cerebro como la corteza frontal®®°, el hipocampo™-72 vy el

ndcleo caudado’.

Esto fue demostrado por Erickson y colaboradores
(2011)°, cuando estudiaron los cambios estructurales a
nivel cerebral en personas mayores que realizaron un
programa de EF durante 12 meses. Los investigadores
encontraron aumentos del 2% en las zonas anterior,
izquierda y derecha del hipocampo de las personas
ejercitadas posterior al periodo de intervencion, lo cual
significd revertir la pérdida de tejido cerebral relacionada

con la edad, entre 1 y 2 afios.

La relacion inversa entre una vida fisicamente activa y el
riesgo de sufrir declive cognitivo esta ampliamente

documentada, siendo la inactividad fisica uno de los
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principales factores de riesgo para el deterioro cognitivo y
la enfermedad de Alzheimer durante el envejecimiento’, o
gue a su vez indica que podria ser prevenido, o al menos

retrasado.

Uno de los primeros estudios en demostrar que el declive
de los procesos cognitivos propios de la edad era
susceptible de ser modificado por la practica de EF, fue
llevado a cabo por Spirduso & Clifford en 19757°. En él se
demostré que adultos de mediana edad, practicantes de
deporte durante gran parte de su vida, tuvieron mejor
respuesta en tareas cognitivas que involucraron un
componente psicomotor, cuando se compararon con
sedentarios de mediana edad y similar respuesta a los
jovenes sedentarios, lo que indicé que la practica regular
de EF alo largo de la vida pudo mantener la eficiencia del
sistema nervioso central, al menos en términos de

respuesta a estimulos simples y complejos.

De la misma manera que con el EF, varios estudios han
encontrado una relacion directa entre volumen de actividad
fisica y menor riesgo de disminucién de la funcion cognitiva
en personas mayores3:67.76-8  pPor ejemplo, un estudio
prospectivo llevado a cabo por Lindsay y colaboradores
(2002)’¢ encontré un efecto protector de la practica de
actividad fisica regular sobre el deterioro cognitivo y la EA,

principalmente en mujeres. En él, los investigadores
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evaluaron datos sobre la practica de actividad fisica y
resultados en pruebas de memoria recogidos en el estudio
canadiense de salud y envejecimiento, en 6434 personas
sanas de 65 afios o mayores las cuales fueron nuevamente
evaluadas 5 afios después. Los autores concluyeron que la
practica regular de actividad fisica podria representar un
importante factor protector contra el deterioro cognitivo y la
EA.

Mas recientemente un meta-andlisis llevado a cabo por
Hamer & Chida (2009)’°, en el que se incluyeron 16
estudios con mas de 160.000 participantes, encontrd una
reduccion del 45% del riesgo de padecer EA, gracias ala
practica regular de actividad fisica [0.55, 95% intervalo de
confianza (CI)=0.36-0.84, p=0.006].

Similares  resultados  encontraron Buchman y
colaboradores (2012)% al evaluar el riesgo de sufrir EA en
una muestra de 716 sujetos mayores seguidos durante
cerca de tres afios y medio. Los autores encontraron que
aquellas personas con bajos niveles diarios de actividad
fisica, tuvieron un 53% mas de probabilidades de sufrir EA
respecto a aquellos que reportaron ser mas activos (hazard
ratio 0.477; 95% intervalo de confianza 0.273-0.832).

Aunque en la actualidad es dificil establecer los
mecanismos neurobioldgicos por los cuales la actividad

fisica y el ejercicio fisico podrian ser importantes en la
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prevencién del deterioro cognitivo, se ha postulado que el
aumento en la irrigacion cerebral producido durante el
ejercicio fisico en varias areas corticales y subcorticales (lo
cual genera un incremento en la sintesis y uso de factores
neurotréficos 'y neurotransmisores)®, junto con la
disminucion en la formacion de proteina AR, la
hiperfosforilacion de la proteina Tau y la produccion de
factores pro-inflamatorios, podrian ser parte de la

respuesta®??4,

1.2.4. Flujo sanguineo cerebral y ejercicio fisico

El flujo sanguineo cerebral (FSC) indica la cantidad de
suministro de sangre al tejido cerebral, y puede ser
cuantificado en mililitros de sangre por 100g de tejido por
minuto, mediante técnicas como PET (del inglés Positron

Emission Tomography), SPECT (del inglés Single Photon
Emission Computed Tomography), DSC (del inglés
Dynamic Susceptibility Contrast) y MRI (del inglés Magnetic

Resonance Imaging).

El envejecimiento ha sido asociado con una pérdida
progresiva no solo en la funcién cognitiva sino también en
el FSC8-89 con una tasa de disminucion de entre 0.35% a
0.45% por afio en sujetos de mediana edad y ancianos®>°,
lo que conlleva a un declive acelerado de la funcién

cognitiva, y un riesgo incrementado de padecer demencia
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en la poblacién en general®®. La figura 1.2 muestra una

media del FSC por rangos de edad.

45-49  50-54 8

ml/100g/min

[
=

Figura 1.2. FSC por grupos de edad (con intervalo de 5 afios),
medida mediante MRI. Tomada de De Vis y colaboradores (2018)%

Aunque la causa de la disminucion del FSC propio del
envejecimiento no es del todo clara, se ha postulado que
cambios en la densidad y elasticidad de los vasos
sanguineos cerebrales, la degeneracion de los pericitos y
la reduccion en los cuerpos neuronales, podrian ser parte

de la respuesta®2,

Comparadas con personas sanas, los individuos con EA
pueden presentar una disminucion de hasta el 40% en el
FSC, donde ciertas regiones como el precuneo, el
hipocampo, el giro cingulado posterior y los l6bulos
temporal, occipital y parietal se ven principalmente

afectadas®—°.

Una de las caracteristicas fisiopatolégicas de la EA es la
acumulacién de AP alrededor de las neuronas y la glia. Sin

embargo, ha sido establecido que la forma soluble de esta
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proteina también puede acumularse en los vasos
sanguineos cerebrales (o que se conoce como angiopatia
amiloide), generando una disminucion del FSC y un efecto
vasoconstrictor, posiblemente afectando la actividad
neuronal, tal como ha sido demostrado en modelos

animales100.101

Por ejemplo, en wun interesante estudio, Suo Yy
colaboradores (1998)%%? inyectaron intra-arterialmente
AB1-40 solubilizado a ratas de entre 7 y 8 meses de edad.
Los investigadores encontraron que la infusion de la
proteina amiloide, in vivo, disminuyo el FSC y aumento la
resistencia vascular en la corteza cerebral de estos
animales, frente al grupo control, indicando que AB podria

contribuir a la hipoperfusion observada durante la EA.

Por otra parte, hay evidencia que indica que la practica
regular de EF tiene un efecto positivo tanto en la funcién
endotelial periférical® como en el aumento del FSC en
areas como el hipocampo, lo que a su vez se asocia con
mejor desempefio en la memoria espacial en adultos

mayores8®104,

En linea con estos hallazgos, usando la técnica de
ultrasonografia  transcraneal = Doopler, Anslie vy
colaboradores (2008)% midieron la velocidad del flujo
sanguineo en la arteria cerebral media (VACM) de 307

sujetos, de los cuales 153 eran sedentarios y 154
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fisicamente activos, de entre 18 y 79 afios de edad. Los
investigadores encontraron un aumento de ~17% en la
VvACM del grupo entrenado respecto al sedentario, lo que
indica que la préactica habitual de EF a lo largo de la vida
podria favorecer el mantenimiento de la perfusién cerebral

durante el envejecimiento.

Junto con la anterior, hay evidencia que indica que, incluso
en personas fisicamente activas, periodos cortos sin EF
podrian ser suficientes para disminuir el FSC hasta en 8
regiones del cerebro, incluidas el hipocampol®. Esto
implica que el FSC es sensible a pequefios cambios en el
estilo de vida de las personas, por lo que es recomendable
la practica de ejercicio fisico regular con el fin de conservar

la salud cerebral.

Por su parte, en un estudio longitudinal, Chapman vy
colaboradores (2013)°7 encontraron que 3 horas de
ejercicio aerobico moderado por semana, durantel2
semanas, fueron suficientes para mejorar el FSC en reposo
en regiones como el cingulo anterior y el hipocampo, la
memoria y el VO.max de 18 sujetos sedentarios,
cognitivamente sanos y de mediana edad, cuando se
compararon con los controles. Similares resultados fueron

encontrados por otros investigadores'%8,

Estos hallazgos indican que los efectos del EF sobre la

perfusion cerebral y la funcion cognitiva pueden ser
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favorables también en el corto plazo, al menos en personas

cognitivamente sanas.

Al respecto, aungque Sobo y colaboradores (2016)°
encontraron mejoras en el fitness cardiorrespiratorio de
personas con EA después de un periodo de intervencion
con EF durante 4 meses de moderada a alta intensidad,
otros investigadores no encontraron efectos positivos en el
FSC!10 |as concentraciones de AB, Tau total o Tau
fosforilado en el fluido cerebroespinal de personas con
EA!! que se ejercitaron en el mismo periodo de tiempo, y
a las mismas intensidades propuestas por Sobo vy
colaboradores (2016)%°. Lo anterior indica que, pese a que
la condicion fisica sigue siendo susceptible de ser
positivamente afectada en personas con EA, los cambios
en la funcién cerebral podrian requerir de un ajuste en los
distintos componentes de la carga como la duracion de las
sesiones de ejercicio y del programa en general, la
frecuencia, la intensidad y el tipo de EF utlizado en la
intervencidn. De igual forma, el estadio de la enfermedad
en el cual se encuentren las personas también podria ser

importante.
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1.2.5. B-amiloide, proteina Tau y ejercicio

Diversos estudios realizados en modelos de ratones
transgénicos para la enfermedad de Alzheimer han
encontrado disminucion de placas amiloideas y ONFs
después de intervenciones con EF, tanto de tipo voluntario
como forzado. En algunos casos estos hallazgos han sido
acompafados de mejoras en pruebas de aprendizaje y

memoria.84112.113

Recientemente, en un interesante estudio en ratones
APPswe/PSEN1AE9 de 5 meses de edad, 10 semanas de
EF voluntario fueron suficientes para disminuir tanto la
carga y el tamafo de las placas de AB como la fosforilacién
de Tau en el hipocampo. Junto con estos resultados, los
investigadores encontraron reducciéon de la pérdida
neuronal en el hipocampo y aumento en la neurogénesis
en la zona CA3 y el giro dentado (zonas asociadas a la
memoria), hallazgos que fueron acompafiados de mejoras
en la memoria espacial'!4. Los autores concluyeron que el
EF de tipo voluntario, en un estado patolégico temprano,
podria ayudar a disminuir varios marcadores
neuropatolégicos en la EA, convirtiéndose en una

herramienta terapéutica.

Estos resultados han sido respaldados por otros estudios
en ratones transgénicos modelos de la enfermedad de
Alzheimer (hPS2m, hTau23, Thy-Tau22)12.115.116
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Sin embargo, otros grupos de investigacion no han
encontrado disminuciones en la carga de AB o fosforilacion
de Tau, pese a conseguir mejoras en tareas de aprendizaje

y/o memoria en ratones ejercitados’11°

Estos hallazgos inconsistentes podrian ser atribuidos a
distintas causas, como la cantidad de ejercicio realizada
por los ratones y la intensidad o el tipo de ejercicio. Adlard
y colaboradores (2005)% sugirieron que al iniciar el
programa de ejercicio fisico después de la aparicion de
placas, el EF podria no contrarrestar la formacion de éstas
y el deterioro cognitivo, por lo que iniciar la intervencién con
EF en las etapas tempranas de la enfermedad se considera

clave.

Igual que en animales, estudios en humanos han
encontrado una asociacion entre altos niveles de
actividad fisica y baja carga de AB a nivel plasmatico y
cerebral en personas mayores sin desordenes
cognitivos'?%121 Por ejemplo, Liang y colaboradores
(2010)*?° demostraron en 69 adultos mayores
cognitivamente normales que, bajos niveles de actividad
fisica se asociaron con una mayor carga de AB a nivel

cerebral medida por PET.

Consistente con estos hallazgos, el estudio australiano de
imagenes, biomarcadores y estilo de vida sobre el

envejecimiento realizado en 546 individuos cognitivamente
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sanos, demostré que un alto nivel de actividad fisica, auto-
reportada, podria contribuir a reducir el ratio AB1-42/1-40 €N
plasma, y la carga cerebral de AR*?2,

Por su parte, en un ensayo clinico aleatorizado, el grupo
de Baker (2010)*23 compararon el efecto de la practica de
EF de tipo aerbbico vs ejercicio de estiramiento, durante
6 meses, en 33 adultos entre 55-85 afos de edad con
deterioro cognitivo leve. Los individuos asignados al
grupo ejercicio aerdbico entrenaron entre 45 y 60 minutos
4 dias por semana, durante 6 meses, a una intensidad del
75% al 85% de la frecuencia cardiaca de reserva (FCR),
mientras que el grupo control solo realizé actividades de
estiramiento con una intensidad menor al 45% de FCR,
durante el mismo tiempo. Aunque despuées de la
intervencion los resultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, los niveles plasmaticos
de AB1-42 fueron 24% mas bajos en el grupo de ejercicio
aerébico comparados con el grupo control, lo que podria
indicar una posible accién del EF para modular el

recambio de AB.

1.2.6. Inflamacion y ejercicio

Hay amplia evidencia que indica un efecto antiinflamatorio

del EF tanto de tipo agudo como crénico a nivel sistémico
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en humanos y animales!?4-127 el cual también se sabe que

afecta positivamente el SNC.

A nivel sistémico, la practica habitual de actividad fisica
en personas mayores ha demostrado un efecto positivo
sobre la reduccion en los niveles de marcadores
inflamatorios como CRP (del inglés C-reactive protein), IL
6 (del inglés Interleukin 6) y TNF-a (del inglés Tumor
necrosis factor-alpha)?®-33, lo que en muchos casos se ha
asociado con mejor desempefio en pruebas cognitivas
tanto en estudios transversales!34135 como

longitudinales®®5:1%7,

En estudios de intervencion con ejercicio aerdbico se ha
demostrado una mejora en el sistema inmune en personas
mayores cognitivamente sanas, al aumentar la actividad de
las NK (del inglés Natural Killer cells), la proliferacién de
linfocitos T, HSCs (del inglés hematopoietic stem cells) y
EPCs (del inglés endothelial progenitor cells), con periodos

de intervencién superiores a las 2 semanas!38-141,

Aunque también se ha evaluado el efecto sobre el sistema
inmune con intervenciones basadas en ejercicio de

sobrecarga, los resultados han sido mas heterogéneos*2.

En cuanto al impacto del EF a nivel del SNC, hay
considerable evidencia al respecto. En modelos animales

para la EA se ha visto que 3 semanas de EF de tipo
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voluntario fueron suficientes para disminuir la
concentracion de AB y citoquinas pro-inflamatorias como
IL18 y TNF-a en el hipocampo, y para aumentar los niveles
de IFN-y y MIP-1a (proteinas relacionadas con la
respuesta inmune). Estos resultados indican un efecto
positivo del EF tanto en la respuesta inmune como en la

disminucién de proteina amiloide 3.

El efecto anti-inflamatorio del EF a nivel central también
ha sido evaluado durante el envejecimiento en animales.
Gomes da Silva y colaboradores (2013)'44 encontraron
mayores niveles de IL10, y menores ratios de IL1B/IL10,
IL6/IL10 y TNFao/IL10 en el hipocampo de ratas
ejercitadas por un periodo de 10 dias, lo que refuerza el
potencial terapéutico del EF para minimizar el riesgo de
sufrir enfermedades relacionadas con la neuro-

inflamacién, como el EA.

El mal funcionamiento microglial es un rasgo comun
durante el envejecimiento, caracterizado por distintos
aspectos como: disminucion en la tasa de migracién al
tejido lesionado, apariencia esporadica de microglia
distrofica, disminucion en la ramificacion microglial

individual y aumento de la activacién en estado basal‘4>14¢,

El envejecimiento fisioldgico de la microglia junto con su
constante exposicion a un ambiente nocivo e inflamatorio

alteran su funcién y respuesta basales, generando una alta
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expresion de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de
superficie celular indicativas de activacion, a lo que se le
denomina priming microglial*4’. Este estado fisiopatolégico
puede inducir tanto la produccion de AB, como la
hiperfosforilacién de Tau y la disminucion en la liberacion
de factores neurotréficos generando pérdida neuronal, y
por ende un ambiente propicio para la EA8. Sin embargo,
el EF podria ser una herramienta de intervencion eficaz

para prevenir el priming microglial.

Recientemente, para determinar la influencia del EF de tipo
voluntario sobre el estado inflamatorio inducido, Barrientos
y su grupo de investigacion (2011)° inyectaron
intraperitonealmente E. Coli en ratas envejecidas, luego de
haber tenido acceso libre a una rueda de carrera durante 6
semanas. La bacteria produjo un deterioro de la memoria a
largo plazo en el grupo de ratas sedentarias, condicion que
fue eliminada en el grupo ejercitado. Junto con estos
hallazgos, el ejercicio de tipo voluntario también previno la
reduccion en la expresion de factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF) en la zona CA1 del hipocampo cuando
se comparo con el grupo control. Otro hallazgo importante
tuvo que ver con la reduccién de la sensibilizacion
microglial mediante EF. Los investigadores aislaron la
microglia tanto de las ratas ejercitadas voluntariamente

como de sus controles, y la estimularon con distintas dosis
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de lipopolisacéarido durante 2 horas para provocar un
estado inflamatorio. Los resultados revelaron que la
microglia de las ratas ejercitadas tuvo una menor respuesta
inflamatoria que la de los controles, medida por la
expresion de TNFa, IL1B y IL6. Estos hallazgos ponen de
manifiesto la capacidad efectiva del EF para modular
respuestas inflamatorias a nivel del SNC en ambientes

similares a los de la EA, al menos en modelos animales.

Otras investigaciones, en ratones, también han mostrado
gue el EF revierte la alteracidon en la expresion de genes
relacionados con la activacion microglial propia del
envejecimiento, como MHCIl (del inglés major
histocompatibility complex class II) y CD68 (del inglés

Cluster of Differentiation 68)°0:151,

1.3. PROTEINAS MODULADORAS DE LA FUNCION
COGNITIVA

1.3.1. Sirtuinas (SIRT)

Las sirtuinas son proteinas de la familia de las deacilasas
y ADP-ribosiltransferasas que comparten un dominio
central catalitico, pero varian en su localizacién subcelular
y los sustratos preferidos!®%1%3, Tanto para la deacetilacién
como para la ADP-ribosilacion, las sirtuinas dependen de

la utilizacibn de NAD+ (del inglés nicotinamide adenine
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dinucleotide) donde el producto final seré nicotinamida y O-
acetil-ADP-ribosa, respectivamente, resultando en
silenciamiento de la cromatina y la represion o activaciéon

transcripcional®®*-1%¢ como lo muestra la figura 1.3.

e “NH,
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Figura 1.3. Esquema de reacciones catalizadas por sirtuinas.

Se requiere NAD+ para las reacciones de deacetilacién y ADP-
ribosilacibn que generan nicotinamida como subproducto. La
deacetilaciébn conduce a una transferencia del grupo acetilo a ADP-
ribosa, mientras que la ADP-ribosilacién da como resultado la unién
covalente del sustrato al resto de ADP-ribosa. Extraido y modificado de
Kleszcz, Paluszczak & Baer-Dubowska (2015)*%7

Entre sus funciones esta la de regular distintos procesos
asociados al envejecimiento como el funcionamiento
mitocondrial'®8, el estrés oxidativo!®®, el ritmo circadiano®®

y la funcién cerebral*6t.

Aunque la literatura se ha referido a las sirtuinas como
deacetilasas, en la actualidad se les ha clasificado como
deacilasas debido a que, ademas de remover los grupos

acetilo de los residuos de lisina, pueden modificar otros
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grupos acilo como el propionil, butiril, malonil, succinil, y los
grupos miristoil y palmitoil derivados de los acidos

grasost®?,

En mamiferos se han identificado siete sirtuinas (SIR1-
SIR7)1%3, las cuales se localizan en la mitocondria (SIRT3,
SIRT4, and SIRT5), el nucleo (SIRT1, SIRT6, y SIRT7),y el
citoplasma (SIRT2)°,

Todas las sirtuinas se encuentran en diversos tejidos y
organos del cuerpo incluyendo el cerebro, células
sanguineas y musculo esquelético'®, y su actividad puede
ser afectada negativamente por diversos factores como el
envejecimiento o enfermedades de tipo neurolégico, y de
manera positiva por factores como el ayuno, la restriccion

calérica vy el ejercicio fisicol®5-168,

Por ejemplo, ha sido descrito que 6 semanas de ejercicio
fisico en tapiz rodante aumentaron los niveles de NAMPT
(del inglés Nicotinamide Phosphoribosyltransferase),
NAD+ y la actividad de SIRT1 en ratas jovenes y
envejecidas, cuando se compararon con su respectivo
grupo control'®®, NAMPT es una enzima clave en la

produccion intracelular de NAD+.

Asi mismo, en humanos, recientemente de Guia y
colaboradores (2019)'’° demostraron que 12 semanas de

ejercicio fisico tanto de tipo aerébico como de fuerza,
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aumentaron los niveles de NAMPT en el vasto lateral de
sujetos jovenes (< 35 afios) y mayores (> 55 afos), lo que
sugiere una mayor disponibilidad de NAD+ y actividad de
las sirtuinas en este tejido.

Las sirtuinas estudiadas en la presente tesis (SIRT1,
SIRT2, SIRT3y SIRT6) son dianas potenciales en la lucha
contra el deterioro cognitivo y la neurodegeneracion?':,
Entre ellas, SIRT1 y SIRT3 se caracterizan por su fuerte
actividad deacetilasa®®®.

1.3.1.1. SIRT1

SIRT1 esta involucrada en la regulacion de varios procesos
neurolégicos como la plasticidad sinaptical’®, la
neurogénesis adultal’® y la arborizacién dendritical’®,
necesarios para mediar distintas funciones cerebrales
como el aprendizaje, la memoria y las emociones’4-177,
aungue su actividad disminuye con la edad*%. Asi mismo,
in vitro, ha sido demostrado que SIRT1 participa en la
modulacién de la inflamacién y la produccion de AB , al
inhibir la actividad de NF-kB (del inglés Nuclear Factor kB),
la y-secretasa, y aumentar la de la a-secretasa
ADAM10'78-180 |0 que implica que puede regular la
hidrolisis de APP potenciando la via no amiloidogénica
(Fig. 1.4), y de esta forma convertirse en una diana para

retrasar el Alzheimer.
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Figura 1.4. SIRT1 modula multiples vias que ajustan la produccion
de AB.

Durante la enfermedad de Alzheimer, distintos efectos de SIRT1 se ven
reducidos, como: deacetilacién de Tau, inhibicion de la via de NF-kB y
la a-escision de APP, lo que conlleva a la formacién de ovillos
neurofibrilares y un aumento de los niveles de AB y de la sefal pro-
inflamatoria. Adaptado y modificado de Jesko y colaboradores
(2017)18t

- ONF | NFxB

Michan y colaboradores (2010)’* evaluaron esta hipétesis
en un modelo murino al que se le modificé genéticamente
la expresion de SIRT1. Los investigadores encontraron que
la delecion de esta sirtuina provocéd un deterioro de las
funciones cognitivas, especificamente en la memoria de
corto y largo plazo y el aprendizaje espacial, lo cual fue

acompafiado de menor arborizacién dendritica en el
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hipocampo. Asi mismo, fue afectada la expresion de otros
genes relacionados con la funcién cognitiva como BDNF y
CREB, los cuales son importantes para el mantenimiento

de la plasticidad sinaptica.

También en un modelo murino, el grupo de la Dra. Sanfeliu
(2017)'76 demostr6 que la sobreexpresion de SIRT1 en la
zona CAl del hipocampo mejor6é distintos parametros
relacionados con la funcién cognitiva en ratones Wild Type
(WT) y Transgénicos (Tg) para la enfermedad de
Alzheimer. Los resultados de los ratones Tg fueron
acompafados por una disminucion en la carga de AB y
proteina Tau fosforilada, asi como de un aumento en los
niveles de BDNF.

El ejercicio fisico tanto de tipo agudo como crénico puede
aumentar la expresion, el contenido y la actividad de SIRT1
en el masculo esquelético y en células mononucleares de
la sangre en roedores y humanos'®?-185 Asi mismo, hay
evidencia que indica que la practica regular de EF aumenta
la actividad de SIRT1168:186,

1.3.1.2. SIRT3

SIRT3 se encuentra altamente expresada en tejidos
metabdlicamente muy activos como el cerebro, el corazon,
el higado, el tejido adiposo marron y el musculo

esquelético'®-18  mientras que tejidos con bajas
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demandas metabdlicas como tejido adiposo blanco,
pulmones, bazo, timo, pancreas e intestino delgado

presentan menor expresion de esta proteinal®’.

Entre las funciones de SIRT3 se destacan la modulacion
positiva del funcionamiento mitocondrial mediante la
deacetilacion y activacién de varios componentes de la
cadena de transporte electrénico 1%, la participacién en la
defensa contra el estrés oxidativo y la biogénesis
mitocondrial mediante la deacetilacion de la enzima
manganeso-superéxido dismutasa (MnSOD)¥1% y |a
induccion de PGC-1a (del inglés Peroxisome proliferator-

activated receptor y co-activator 1 a)*®?, respectivamente.

Mientras factores como el envejecimiento y una dieta alta
en grasas regulan su expresion de manera negativa, la
restriccion calorica (RC), el ayuno y el ejercicio fisico tienen
el efecto contrario!®1%, tal como lo indica la figura 1.5.
Por ejemplo, Palacios Yy colaboradores (2009)%
encontraron mayores niveles de SIRT3 en el muasculo
esquelético de ratones que realizaron RC por 12 meses,
asi como de aquellos que se ejercitaron voluntariamente
durante 6 semanas, comparados sus respectivos grupos

control.
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Figura 1.5. Esquema representativo de la accion de SIRT3 a nivel
del musculo esquelético. Extraido y modificado de Palacios y
colaboradores (2009)9

Mas recientemente, el grupo de Koltai (2018)'%” encontré
mayor contenido de SIRT3 y SOD2 en el vasto lateral de

atletas master de 65 afos, respecto a sujetos sedentarios.

A nivel cerebral también ha sido encontrada una alta
expresion de ARNm de SIRT3 en ratas adultas, con niveles
similares de la proteina en zonas como el hipocampo, la
corteza, la médula espinal y el tronco encefélico, lo que
contrasta con los bajos niveles observados en el
cerebelo!®®. Esto podria ser debido al poco nimero de
mitocondrias presentes en esta zona'®, De igual forma, se
sabe que SIRT3 se expresa tanto en neuronas como en
astrocitos y la microglia, pero es en las primeras donde su

expresion es mas elevadal®e.
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La disfuncion mitocondrial es una de las caracteristicas de
la EA%%,La deficiencia de SIRT3 se asocia a la disfuncion
mitocondrial cerebral, lo que puede contribuir al deterioro
cognitivo y posterior aparicion de la enfermedad?'.
Respecto a esto, recientemente Yin y colaboradores
(2018)2%? encontraron menor nivel de expresion del ARNm
y del contenido de SIRT3 en distintas regiones corticales
de tejido post-mortem de personas que habian padecido
EA, cuando las compararon con el grupo control.
Paralelamente, los investigadores encontraron mayores
niveles de AB, Tau total y Tau acetilada en neuronas
corticales de ratones knock-down para SIRT3. Por ultimo,
se han encontrado menores niveles cerebrales de SIRT3

en ratones 3xTg para la EA 203,

Contrario a estos hallazgos, otros estudios como el de Weir
y colaboradores (2012)%%4, reportaron mayores niveles de
expresion del ARNm de SIRT3 en tejido cortical
postmortem de personas con EA. En un modelo murino
para la enfermedad de Alzheimer, este mismo grupo
encontro niveles elevados de ARNm de SIRT3 en el
hipocampo de ratones de 6 meses de edad, los cuales

incrementaron a los 26 meses.

Esta divergencia entre los resultados reportados en la

literatura aun no es del todo clara. Sin embargo, es claro
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gue SIRT3 es afectada por la aparicion de la enfermedad

de Alzheimer, asi como durante su progresion.

1.3.2. Catepsina B

Catepsina B (CTSB) es la cisteina proteasa mas abundante
y ubicua ya que se expresa en todos los tejidos humanos.
CTSB degrada péptidos y proteinas que entran en el
sistema  endolisosomal mediante endocitosis Yy
fagocitosis?%>2%, Es sintetizada como una pre-proenzima
de 339 aminoacidos con un peso molecular de 38 kDa,
pertenece a la superfamilia de la papaina?%5297.20%8 y es
considerada clave en la activacion lisosomal
neuroprotectora y la supervivencia neuronal®%®219 La
ablacion genética de CTSB en un modelo murino para
EA?!! resulta en un aumento de las cantidades de AB1-42,
mientras que la inyeccion hipocampal de CTSB reduce la
carga de AB y mejora el aprendizaje y la memoria en
ratones Tg (APP/PS1)2*?, lo cual sugiere un papel antia-

miloidogénico para esta proteasa.

En condiciones fisiolégicas normales, CTSB se ubica en el
compartimento endosémico / lisosémico y esta implicada
principalmente en el recambio habitual de proteinas
intracelulares 'y extracelulares, manteniendo asi la

actividad metabdlica homeostatica dentro de las células.

44



1. Introduccién

Otras funciones celulares de CTSB incluyen la regulacion
de la activacibn pro-hormonal y pro-enzimética,
procesamiento de antigenos, respuestas inflamatorias
contra  antigenos, remodelacibn de tejidos vy

apoptosis?08:213,

CTSB ha sido identificada como una mioquina que puede
ser liberada por el masculo esquelético en respuesta a
ejercicio tanto de tipo aerébico como de fuerza?4215, y
puede cruzar la barrera hematoencefalica para mediar

procesos relacionados con la cognicion?4,

1.3.3. Factores neurotréficos (FNs)

Los FNs son proteinas que regulan el crecimiento axonal,
la plasticidad sinaptica, la neurotransmision, y la expresion
de proteinas sinapticas?®?2°, Pueden actuar como
factores derivados de tejidos diana (o areas de inervacion)
por un mecanismo retrogrado, o de forma anterégrada en
donde la neurona postsinaptica recibe los factores troficos
de la neurona presinaptica®?*???2, También pueden actuar
de forma autocrina, en donde la misma célula que posee
receptores para dichos factores es al mismo tiempo capaz
de sintetizarlos 223224 o de forma paracrina, en la que la

célula que libera el FN esta cerca de su receptora®?®.
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Si bien se ha demostrado su papel en la diferenciacion y
supervivencia de las neuronas, algunos FNs también estan
activos en tejidos embrionarios no neuronales, o0 se
pueden liberar durante la edad adulta en caso de
regeneracion tisular, neuroproteccion y plasticidad??6:227
para ayudar a mediar estos procesos. Sin embargo, una
ausencia de FNs hace a células y tejidos proclives al dafio,

y por ende a la muerte?'®228,

En funcion de lo descrito anteriormente, cabe destacar que
la expresion de estos factores se puede ver disminuida o
incrementada como consecuencia de una enfermedad,
trauma, inflamacién, infeccion, crecimiento tumoral, o

incluso en respuesta frente al ejercicio fisico.

Con el descubrimiento del Factor de Crecimiento Nervioso
(NGF, del inglés Nerve Growth Factor)?® vinieron en
aumento los estudios que buscaban identificar otras
moléculas peptidicas asociadas a los fendmenos
fisiolégicos neuronales, lo cual llevé a identificar otros
factores neurotroficos pertenecientes a la misma familia del
NGF, y a otras familias con sus respectivos receptores
(tabla 1).

Entre los factores neurotréficos se destacan las
neurotrofinas, las cuales han sido objeto de exploracién de
varios grupos de investigacién en las ultimas dos décadas,

enfocandose en elucidar su papel tanto a nivel central
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como periférico?19239.231 |ogrando obtener resultados que
demuestran que estas proteinas de tipo enddégeno sirven
como moduladoras de procesos antiapoptoticos, pero que
a su vez promueven la sinaptogénesis, el mantenimiento,
la diferenciacion, la supervivencia neuronal, la axogénesis
y la dendrogénesis. De igual forma, de manera mas
reciente, se ha evidenciado su papel en procesos de

regeneracion en distintos tejidos?%2.
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Tabla 1.1. Familia de FNs

relacionados y sus receptores.

Familia del
factor Factor neurotréfico

neurotréfico

estructuralmente

Receptores

preferidos

Factor de Crecimiento
nervioso (NGF)
Factor neurotrofico
Neurotrofinas derivado del cerebro
(BDNF)
Neurotrofina-3 (NT3)
Neurotrofina-4/5 (NT4/5)
Factor neurotrofico
derivado de las células
Familia GDNF gliales (GDNF)
Neurturina
Artemina
Persefina

Factor neurotrofico ciliar

(CNTF)
Citoquinas Factor inhibidor de la
Neurotréficas leucemia (LIF)

Cardiotrofina-1 (CT-1)
Oncostatina-M (OSM)
Interleucina-6 (IL-6)
Familia HGF Factor de crecimiento de
los hepatocitos (HGF)
Proteina estimuladora de
macroéfagos (MSP)

48

TrkA, p75NTR

TrkB, p75NTR

TrkC, p75NTR
TrkB, p75NTR
Ret, GFRa-1

Ret, GFRa-2
Ret, GFRa-3
Ret, GFRa-4
gp130, LIFRB,
CNTFRa
gp130, LIFRpB

gp130, LIFRpB

gp130, OSMRB

gp130, IL6Ra
Met
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1.3.3.1. Neurotrofinas (NTs)

El término neurotrofina hace referencia a una familia de
proteinas con caracteristicas estructurales comunes?3?,
comparada con otras familias de factores de crecimiento.
Las NTs han sido de especial interés para los
neurobiélogos, ya que ellas ejercen sus acciones
biolégicas sobre células del sistema nervioso?!8, aunque
actualmente hay evidencia que demuestra que estas
moléculas actian en otros sistemas y tejidos, como el
musculo esquelético donde también ejercen sus acciones

troficas?34.

Esta familia de polipéptidos esta muy relacionada entre si,
y se sabe que cumplen diferentes funciones neuronales
como la supervivencia, migracion, diferenciacion,
desarrollo, y plasticidad?!®23>-237 'y son sintetizados

inicialmente es su forma inmadura como pre-pro-proteina.

En los mamiferos se han identificado 4 NTs, las cuales
incluyen a NGF?2°, BDNF?2%8, neurotrofina 3 (NT-3)%%° y
neurotrofina 4/5 (NT4/5)%18240  |a cual debe su doble
nomenclatura a su caracterizacion inicial en peces y
posteriormente en mamiferos. Sin embargo, cominmente

se le conoce como NT-4.

Todas estas NTs tienen un papel esencial en la

diferenciacién neuronal y plasticidad sinaptica en varias
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regiones cerebrales relevantes para el aprendizaje y la
memoria®*!, pero para que ejerzan sus acciones tréficas
han de unirse a dos diferentes receptores en la membrana
citoplasmatica, uno de ellos de alta afinidad tipo tirosina
quinasa (Trk, del inglés Tirosyne Kinase), al que se uniran
en su forma madura, y otro de baja afinidad (p75NTR) al

gue se acoplaran en su estado inmaduro (pro-neurotrofina)

242,243

1.3.3.2. BDNF

El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, del
inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) es un
homodimero de un peso molecular de 27 KD identificado
entre 1978 y 1980 por Barde y su grupo de investigacion?3,
Posteriormente fue purificado a partir de tejido cerebral de
cerdo?*, y unos afios después clonado por Leibrock?#.
Pero no fue sino hasta 1.995 cuando Rosenfel y
colaboradores?® demostraron la presencia, a nivel
periférico, de la mencionada molécula, advirtiendo que su
concentracion era unas 200 veces mayor en suero que en
plasma, lo cual fue sustentado por su liberacion desde las
plaquetas. Es decir, BDNF puede cruzar la barrera
hematoencefdlica en ambas direcciones?4’24 vy

posteriormente ser almacenado en las plaquetas.
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Por demés esta decir que estos aportes fueron
sustanciales para que la comunidad cientifica se volcara a
estudiar la relacion entre la presencia de BDNF en la
periferia, y su relacién con la funcién cognitiva. Si bien es
cierta esta aseveracion, cabe resaltar que solo hasta el
2002 se establecié una correlacion entre los niveles de
BDNF corticales y séricos (P<0.01), especialmente en
animales jovenes?*® aunque para otros autores, tal

evidencia no es clara?®°,

Su sintesis, en primera medida, se da en el reticulo
endoplasmatico como una proteina precursora (pre-pro-
BDNF), que posteriormente sera proteoliticamente
escindida de dos formas, constituyendo dos proteinas
distintas estructural y funcionalmente: la forma truncada
(pro-BDNF), de 28 KDa, y la forma madura (BDNF) de 14
KDa?1,

El BDNF maduro es considerado la forma activa de esta
molécula la cual posee dos receptores, uno de baja
afinidad (p75) y otro de alta afinidad (TrkB)2°%2°3, Tanto el
BDNF como su receptor de alta afinidad estan presentes
en el muasculo esquelético®>*, asi como en axones
terminales presinapticos y en compartimientos dendriticos
postsinépticos en las neuronas, y son capaces de liberarse

y actuar en ambas direcciones?.

51



1. Introduccidn

Aunque se ha documentado que esta importante
neurotrofina puede ser producida en tejidos periféricos
como el musculo esquelético, higado, tejido adiposo,
musculo liso bronquial, tejido ovérico, glandulas
submandibulares y células endoteliales y del sistema
inmune®®%-2%6 es importante resaltar que el cerebro
contribuye a cerca del 75% de su sintesis en condiciones
normales, las cuales se ha visto que aumenta durante el
ejercicio prolongado en unas 2 0 3 veces respecto a sus

valores en reposo?®’.

BDNF se ha descrito como promotor de varios aspectos del
desarrollo cerebral,?*268-271 |gs cuales son mediados por
su receptor TrkB en el hipocampo y la corteza cerebral?’?,
y llevados a cabo a través de complejas via de sefializacion
como PI3K/Akt, PLCy y las vias de Ras 2’3274 |as cuales
promueven la supervivencia neuronal y convergen en el
regulador transcripcional CREB (del inglés cAMP-
Response Element Binding Protein) 2>276, el cual se sabe
gue inhibe la apoptosis, previene la neurodegeneracion y
modula la expresion de genes relacionados con la funcion
cognitiva?’’-2’°, Esto constata la premisa de que un
aumento en las concentraciones de BDNF se asocia con
incrementos de la talla hipocampal y mejora en el

desempefio de la memoria espacial y el aprendizaje>°28°,
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misma relacion que se ha encontrado en sujetos

fisicamente activos’®’1,

Si bien hemos mencionado los fendémenos fisiolégicos en
los que BDNF interviene de forma positiva, también es
oportuno sefialar que se ha descrito una disminucion de
sus concentraciones con el paso de los afios?®,
aumentando el riesgo de sufrir patologias de tipo
neurodegenerativo como enfermedad de Parkinson,

demencia, EA, depresion y deterioro cognitivo leve281-283,

1.3.4. Receptores de neurotrofinas
1.3.4.1. Receptores Trk

La familia de los receptores de tirosina quinasa tienen
especial preferencia por una o mas NTs, en donde el
receptor TrkA es afin por NGF, TrkB por BDNF y NT-4/5, y
TrkC por NT-32°, Sin embargo, a pesar de su
especificidad, estos receptores pueden expresar afinidad,
en menor medida, por otras neurotrofinas. Por ejemplo, se
ha establecido que TrkB también podria interaccionar con
NT-3240284 mientras que TrkA haria lo propio con NT-3 y
NT-4/5 (Figura 1.6)
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‘ TriA \ ‘ TrkB ‘ ‘ TrkC ‘p?SNTR‘

Figura 1.6. Familia de las neurotrofinas y su interaccidon con
receptores Trk y p75.

Al enlazarse a su receptor de alta afinidad, las NTs seran
llevadas hasta el soma mediante transporte axonal
retrogrado (desde los botones terminales hasta el soma
neuronal), donde seran responsables de iniciar diversos
efectos promotores de la supervivencia, crecimiento
neuronal, plasticidad sinaptica, mielinizacion,
diferenciacion, entre otras, mediante la activacion de
varias vias de sefalizacion intracelular como IP3, Ras/Erk,
AMPK y PLC y dentro del nlcleo?19237.242.285-289 (figura
1.7).
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Figura 1.7. Transporte retrogado de las neurotrofinas. Extraida y
modificada de Ginty & Segal, 20022

Estas acciones tréficas llevadas a cabo por las NTs y
mediadas por sus receptores Trk, han sido comprobadas
en experimentos con ratones KO donde se ha evidenciado,
por ejemplo, que tanto en ausencia de NGF como de su
receptor de alta afinidad, no solo presentan pérdida
neuronal en ganglios sensoriales y simpaticos, sino que no
ganan peso respecto a sus comparfieros de camada, y la
mayoria de ellos desarrollan llagas y signos de
automutilacion. A esto se suma que mueren dentro del

primer mes de vida 2°12%,

De igual forma, Klein y colaboradores 19932° evidenciaron
gue ratones KO para el receptor TrkB no solo morian pocas
horas después de nacer, sino que presentaban reducida
capacidad para alimentarse y deficiencias neuronales tanto

en el sistema nervioso central como en el periférico.
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Sin duda, estos hallazgos demuestran la importancia de las
vias de sefializacién reguladas por receptores Trk en el
desarrollo neuronal y mantenimiento a través de la

diferenciacion y neurogénesis.
1.3.4.2. Receptor p75

Todas las neurotrofinas, en su forma inmadura, se enlazan
a su receptor de baja afinidad p75NTR (Fig. 1.6), el cual es
un miembro de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral®®*. A pesar de que aun no se han establecido de
forma clara las funciones de este receptor?®®, hay varias
lineas de evidencia que apuntan a que sus principales
acciones fisiologicas se centran en la regulacion y
activacion de la sefializacion de los Trk?852%, y ejercer
distintas tareas importantes del desarrollo del sistema
nervioso?®®’. Asi mismo, se ha visto implicado en la
activacion de vias opuestas como NF-kB y Jun kinasa,
encargadas de promover la supervivencia celular y
apoptosis respectivamente?%8-301 |as cuales podria activar
en distintas etapas del desarrollo embrionario, ya que se ha
visto que es necesario para la conservaciéon de las
neuronas sensoriales en esta etapa inicial de la vida, pero

en etapas mas tardias puede activar la sefial apoptética3?.
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1.4. BDNF, FUNCION COGNITIVA Y EJERCICIO FisICcO

Entre las neurotrofinas, el factor neurotrofico derivado del
cerebro ha sido considerablemente estudiado, y su relacion
con el ejercicio y la funcion cognitiva ha sido ampliamente
establecida?3267:303-306  De igual forma, la relacion directa
entre los niveles circulantes a nivel periférico y los

contenidos a nivel cerebral ha sido demostrada267:3%7,

Bajos niveles de esta neurotrofina han sido encontrados en
tejido cerebral postmortem de personas que padecieron
EA3083% o que apoya la hipétesis de que puede ser
considerado una diana para la enfermedad, y las
intervenciones que mejoren su produccidon podrian
representar una alternativa efectiva para retrasar su

aparicion.

Con el objetivo de explorar distintas rutas que puedan dar
explicacion al origen del deterioro de la funcion cognitiva, y
con ello descubrir posibles dianas que puedan revertir o
retardar su aparicion mediante distintas intervenciones,
entre las que se encuentra el EF, han sido generados
varios modelos murinos transgénicos que simulan las
principales caracteristicas neuropatolégicas de la
enfermedad de Alzheimer31°-315, Junto con ello, numerosos
estudios en cohortes humanas han estudiado el papel del

EF frente a la mejora del funcionamiento cognitivo y el
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retraso de la aparicion de su pérdida, propio de la
edad38'66'316'317

Por ejemplo, recientemente el grupo de Choi (2018)3!8
demostr6 que al bloquear la neurogénesis adulta
hipocampal (NAH, del inglés Adult
Hippocampal Neurogenesis) en ratones 5xFAD, el
deterioro cognitivo propio del genotipo se exacerbo.
Cuando indujeron NAH (farmacolégica y genéticamente)
no hubo ningun beneficio sobre la cognicion ni marcadores
de EA. Sin embargo, después de un periodo de
entrenamiento fisico, el EF logré inducir NAH que a su vez
mejord la cognicion junto con un aumento en los niveles de

BDNF y una reduccién de la carga de AR.

Los autores concluyeron que, a diferencia de las neuronas
recién nacidas inducidas por drogas y terapia génica, la
NAH generada por el ejercicio tuvo efectos positivos sobre
la funcion cognitiva probablemente por ir acompafiada de
produccién de BNDF, el cual pudo generar un ambiente
cerebral adecuado para el mantenimiento y Ila
supervivencia de las nuevas neuronas en regiones del

cerebro afectadas por AD.

Por su parte, el grupo de Maejima (2017)3%4 investigd los
efectos del EF moderado y el envejecimiento sobre la
funcién cognitiva y la expresion de BDNF en el hipocampo

de ratones de 13 meses de edad con envejecimiento
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acelerado. Cuatro semanas de EF fueron suficientes para
mejorar la memoria de reconocimiento y aumentar la
expresion de BDNF, sugiriendo que este tipo de ejercicio
podria ayudar a prevenir la degeneracién de la funcién
cognitiva durante el envejecimiento, mediante el aumento

de la expresion de BDNF en el hipocampo.

En humanos, varios estudios indican que tanto la practica
de EF de tipo agudo como crénico contribuyen a aumentar
los valores basales periféricos de BDNF319325 y  en
algunos casos, esto se relaciona con ganancias en la
funcién cognitiva30>326:327_ El hecho de que el EF aumente
los niveles de BDNF lo postula como una potencial

herramienta para mejorar el aprendizaje y la memoria.

En un ensayo controlado y aleatorizado, Vaughan y
colaboradores (2014)%%® se centraron en determinar el
efecto de 16 semanas de ejercicio multimodal en la funcién
cognitiva y los niveles plasmaticos de BDNF, en 48 mujeres
de entre 65-75 afios de edad cognitivamente sanas. El
grupo de intervencion (25 mujeres) realizG ejercicio
multimodal que incluyé entrenamiento cardiovascular, de
fuerza, flexibilidad, coordinacién y agilidad, junto con su
respectivo calentamiento y vuelta a la calma en cada
sesion, dos veces por semana durante 60 minutos. El

grupo control (23 mujeres) no realiz6 EF.
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Al final del estudio, el grupo intervencion tuvo mayores
niveles plasmaticos de BDNF respecto al grupo control, y
esto fue acompafado de mejores resultados en pruebas
relacionadas con la funcién cognitiva sugiriendo, igual que
en los estudios en animales, que la accién del EF sobre la

funcion cognitiva podria ser mediada por BDNF.

Otros estudios también encontraron aumentos en el
volumen cerebral y/o mejoras en la funcion cognitiva en
individuos mayores sanos, después de participar en un
programa de EF32°-3%2, Asi mismo, Burns y colaboradores
(2012) demostraron que sujetos con altos niveles de aptitud
cardiorrespiratoria presentaron menores niveles de atrofia

cerebral33,

El dnico estudio que a la fecha se ha centrado en
determinar el efecto agudo del EF sobre BDNF en
individuos con EA, fue realizado por el grupo de Coelho
(2013)334, En él, 21 sujetos con EA y 18 cognitivamente
sanos realizaron una sesion de EF hasta el agotamiento.
Los niveles plasmaticos de BDNF en ambos grupos fueron
significativamente mayores al final del ejercicio, respecto a

los encontrados previo a éste.

Estos hallazgos son importantes, ya que demuestran que
las vias encargadas de la sintesis y liberacién de BDNF en
personas con EA siguen siendo susceptibles de

estimulaciéon por el EF. Si el BDNF sintetizado durante la
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practica de EF activa las distintas vias de sefializacion
encargadas de modular los procesos relacionados con el
aprendizaje, la memoria, el mantenimiento y la

supervivencia neuronal, aun esta por establecerse.

1.5. ESTRES OXIDATIVO
1.5.1. Definicién

Aunque originariamente el estrés oxidativo fue definido por
Sies & Cadenas (1985)%° como “una alteracién en el
equilibrio pro-oxidante-antioxidante a favor del primero”, la
investigacion ha dado lugar a una modificacion permanente
de este concepto. Por ejemplo, teniendo en cuenta la
complejidad del balance redox celular, Jones (2006)33¢
definid el estrés oxidativo como “una disrupcion del control
y la senalizacion redox”. Sin embargo, mas recientemente
el mismo Jones junto a Helmut Sies redefinieron el
concepto, postulando al estrés oxidativo como un
“desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes en favor de
los oxidantes, conllevando a un desequilibrio del control y/o
la sefializacion redox”33’. Este desequilibrio al que se hace
referencia puede generar dafio a diferentes estructuras
biolégicas como macromoléculas (lipidos, proteinas,
carbohidratos) y éacidos nucleicos (ADN y ARN)338, |o cual

puede generar alteraciones a nivel celular entre las que se
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incluyen la pérdida de la funcion enzimatica, el incremento
de la permeabilidad celular por ataque a sus membranas,
o la muerte celular por necrosis o apoptosis, que a su vez
puede conllevar a la aparicion de distintas enfermedades
como diabetes, insuficiencia renal, hipertension arterial,
cirrosis, ateroesclerosis, procesos inflamatorios,
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cataratas,

depresion, diversos tipos de cancer, entre otras339340,

1.5.2. Moléculas pro-oxidantes

1.5.2.1. Radicales libres

Normalmente, un atomo esta compuesto por un nucleo
central con pares de electrones orbitando alrededor de él.
Sin embargo, existen atomos que tienen electrones
desapareados en su capa de valencia, a los que se le
denominan radicales libres (RLs)3**!. Estos RLs suelen ser
inestables y altamente reactivos, ya que sus electrones
desapareados tienden a formar pares con otros atomos o
biomoléculas estables. Cuando el RL ha conseguido el
electron que necesita para estabilizarse, la molécula que
se lo ha cedido se convierte en un RL y el dafio a otras

moléculas se continla propagando.
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Para estabilizarse, los RLs pueden participar en 4

reacciones quimicas diferentes34?:

1. En una reacciéon de oxidacion, el radical libre interactta
con una molécula estable que le cede un electrén. De esta
forma, mientras el radical libre se estabiliza, la molécula

donante se convierte en radical.

2. Mediante una reaccién de adicion, los RLs se unen a una
molécula mas estable convirtiendo a la molécula receptora

en un nuevo radical libre.

3. En una reaccion de terminacion, en la que 2 RLs se
combinan entre si para generar un producto con un nimero

par de electrones.

4. En una reaccion de desproporcion en la que 2 radicales
interactdan entre si, uno de ellos como donador y el otro
como aceptor de electrones. En ambos casos se forman

moléculas mas estables

1.5.2.2. Clasificacion desde el punto de vista

bioquimico

Existen 2 tipos de radicales libres. Los derivados del
oxigeno, a los que se les denomina especies reactivas de
oxigeno (ERO), y los derivados del nitrdgeno, a los que se

les conoce como especies reactivas de nitrdgeno (ERN)34L,
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Junto con ellas, hay otras moléculas a las que se les
conoce como prorradicales, o no radicales, las cuales

pueden convertirse en radicales libres (tabla 1.2).

Tabla 1.2. Lista de los principales ERO y ERN

Radicales 02~ Anién Superoxido
*'OH Hidroxilo
NO* Oxido nitrico
NO," Dibxido de nitrégeno
Perdxido de
hidrogeno

HOCI Acido hipocloroso
ONOO- Peroxinitrito

No radicales H.0>

Esta ampliamente descrito que Tanto las ERO como las
ERN son producidas durante el metabolismo celular de
forma natural, y pueden jugar un papel tanto beneficioso
como deletéreo. Los efectos beneficiosos se producen a
concentraciones bajas y moderadas en donde, por
ejemplo, sirven como segundos mensajeros e iniciadores
de distintas vias de sefalizacién, o forman parte de la
defensa frente a agentes infecciosos3*3344, Asi mismo, son
importantes cuando son producidos tanto de manera
fisiolégica como durante el ejercicio, ya que ha sido
demostrado que sirven para mediar las adaptaciones

moleculares inducidas por éste34,

En el lado opuesto, concentraciones elevadas de RLs

pueden llevar a la activacion de vias de sefalizacion
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relacionadas con la apoptosis, la inflamacién o la disfuncion
mitocondrial®¢348, 'y junto con ello generar dafio a
macromoléculas y &cidos nucleicos, lo que podria contribuir
a la generacion de patologias de tipo neurodegenerativas
(como Alzheimer y Parkinson), diabetes mellitus,
enfermedad cardiovascular, hipertension, aterosclerosis y

cancer, entre otras34.
1.5.2.3. Fuentes de produccion de radicales libres

La produccion de RLs se lleva a cabo tanto por reacciones
enzimaticas como no enzimaticas. Las reacciones
enzimaticas que generan ERO son aquellas involucradas
en la cadena respiratoria, la sintesis de prostaglandinas,

las células fagociticas y el sistema de citocromo P4503%-
353

La mitocondria es una de las principales fuentes de
produccion de radicales libres®®. Inicialmente se calculd
gue, en condiciones normales, entre un 2% y un 5% del
oxigeno molecular utilizado por la cadena respiratoria para
formar ATP podria sufrir una reducciéon monovalente, lo
gue generaria anién superéxido®°. Asi mismo, se ha
asumido que la generacion de RLs en sitios altamente
oxidativos como el musculo esquelético, se incrementa
entre 50 y 100 veces debido a la alta actividad de la

respiracion mitocondrial®®®.
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Sin embargo, es importante acentuar que calculos méas
recientes indican que la cantidad de oxigeno molecular
utilizada por las mitocondrias para producir superéxido es
del orden de 0,15%°%’. Asi mismo, varias lineas de
evidencia indican que la produccion mitocondrial de ERO
es mayor en estado basal (Estado 4) que en estado activo
(Estado 3)358-360,

Por otra parte, respecto a la produccién de anion
superoxido por distintas fuentes enzimaticas, debemos
decir que puede ser generado por la Xantina Oxidasa, la
NADPH oxidasa y las enzimas fosfolipasas. Luego de su
formacion, este radical libre participa en varias reacciones
gue generan otros radicales y prorradicales como el
peroxido de hidrégeno, el radical hidroxilo, el peroxinitrito,
el acido hipocloroso, entre otros. Por su parte, una ERN
como el éxido nitrico es sintetizado a partir de la oxidacion
de L-arginina a L-citrulina por medio de la enzima o6xido

nitrico sintasa, tal como lo muestra la figura 1.8.
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L-arginina

e Dafio al ADN

. \ Peroxidacion lipidica

Dafio 0, ONOO -~ )— Oxidacion/nitracién
oxidativo — g de proteinas

/‘6‘\ sop
)
&

MPO
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Cﬂ@
CAS\Q
Efecto seiralizador GPx
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Estrés oxidativo

>
OH/

Figura 1.8. Formacion de Radicales libres y especies reactivas a
partir del oxigeno molecular. Extraida y adaptada de Aviello &
Knaus (2018)3%!

Por otra parte, la produccion de radicales libres mediante
fuentes enddgenas puede ocurrir como resultado de la
exposicibn a contaminantes ambientales, metales
pesados, algunos medicamentos (ciclosporina, tacrolimus,
gentamicina y bleomicina), solventes quimicos, coccion
(carne ahumada, aceite usado y grasas), humo de
cigarrillo, alcohol y radiaciones®*9:362-364  Cuando estos
compuestos exodgenos ingresan al cuerpo, se degradan o

metabolizan y los RLs se generan como subproductos.
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1.5.3. Dafio oxidativo a macromoléculas y acidos

nucleicos

1.5.3.1. Lipidos

Los RLs hidroxilo, hidroperoxilo y oxigeno singlete, pueden
reaccionar con los lipidos de las membranas para formar
hidroperoxidos lipidicos y un radical alquilo, lo que se
conoce como peroxidacion lipidica. El alquilo formado
reacciona con una molécula de oxigeno para generar la
especie reactiva inicial, lo que constituye una cadena que

se repite constantemente365-368,

Este proceso de dafio a lipidos inicia cuando el radical libre
sustrae un atomo de hidrogeno de uno de los carbonos
metilenos de la cadena carbonada. Los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares son
especialmente susceptibles de ser atacados por RLs,
debido a que sus dobles enlaces facilitan la sustraccion del

mencionado atomo de hidrégeno369:37°

Tanto el malondialdehido (MDA) como el 4-hidroxinonenal
(4-HNE) e hidrocarburos gaseosos como el etano y el
pentano, son productos derivados de la peroxidacion

lipidica®"*.

Los aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica

aumentan con la edad y estan involucrados en trastornos

68



1. Introduccién

relacionados con el envejecimiento. Especialmente, el
producto 4-HNE contribuye a la disminucion observada en
la fluidez de Ila membrana mitocondrial con el
envejecimiento por su interaccion con los fosfolipidos de

membrana3’2

En la presente tesis hemos medido como marcador de
dafio a lipidos el MDA, el cual se sabe que puede causar
entrecruzamientos 'y  polimerizacion de  distintos
componentes de la membrana®’3374 generando aln mas

alteracién en su estructura.

1.5.3.2. Proteinas

Las proteinas son la base del funcionamiento celular y
fisiolégico de los organismos vivos, y sus propiedades
fisicas y quimicas determinan sus actividades vy

funcioness®’>.

La exposicion de proteinas a moléculas pro-oxidantes
induce una alteracion de las cadenas laterales de
aminoacidos, la escision de la cadena de polipéptidos y su
conversion en derivados altamente sensibles a la

degradacion proteolitica 376377,

Cuando RLs y especies reactivas atacan a las proteinas,
pueden generar disfuncién en las enzimas, rompimiento de

los enlaces peptidicos por radicales superéxido, hidroxilo u
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oxigeno singlete, e interrupcion de la regulacion de las vias
metabdlicas??237837° En la mayoria de los casos este dafio
es irreversible. Un ejemplo claro de modificacion a
proteinas por accién de RLs y especies reactivas, ocurre
cuando el hierro de la oxihemoglobina reacciona con el
anion superoxido o el peroxido de hidrégeno. En esta
reaccion se forma metahemoglobina, la cual es una forma
alterada de la hemoglobina que es incapaz de ceder

oxigeno a los tejidos3.

Uno de los tipos mas comunes de oxidacion inducida por
RLs y especies reactivas es la carbonilacion de proteinas,
la cual hemos medido en la presente tesis®’’. Las proteinas
oxidadas deben degradarse para limitar su acumulacion,
pero la capacidad de degradacion de los organismos pierde
su eficacia con el envejecimiento y diversas enfermedades
lo cual explica, en parte, por qué se encuentran niveles
elevados de proteinas oxidadas en la poblacién de edad
avanzada y en varios estados patologicos376:381:382
Ademas del dafio por carbonilacion, las proteinas estan
expuestas a la nitrosilacion. Este estado de oxidacion
ocurre cuando los residuos de cisteina son modificados por

el oxido nitrico®3,
1.5.3.3. Carbohidratos
A pesar de que esta macromolécula sufre menor dafio

inducido por estrés oxidativo que los lipidos o las proteinas,
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se sabe que la glucosa y otros monosacaridos o azucares
simples y desoxiazUcares pueden sufrir oxidacion al
reaccionar con el radical hidroxilo®8438, De igual forma, los
azucares complejos o polisacaridos también pueden ser
atacados por RLs y fragmentados en unidades mas

sencillas.

De otra parte, se ha establecido que el &cido hialurénico se
despolimeriza en presencia de concentraciones elevadas
de radicales hidroxilo, provocando un descenso de la
viscosidad del liquido sinovial de las articulaciones, el cual

aparece alterado en la artritis reumatoide e,

1.5.3.4. Acidos nucleicos

La diana principal de los radicales libres en el acido
desoxirribonucleico (ADN) es la guanina, debido a su
potencial de oxidacibn mas bajo entre las bases
nitrogenadas®’. Entre los subproductos derivados de la
modificacion oxidativa a las distintas bases, se cuentan
mas de veinte38, y entre ellos, la 7,8-dihidro-8-oxoguanina
(8-0x0G) es la mas abundante y su acumulacién en el ADN
se considera uno de los mejores biomarcadores del estrés
oxidativo®®. Justamente, su formaciéon se deriva de la

oxidacion de la guanina.

Hay considerable evidencia que indica que el dafio al ADN

producido por el ataque de RLs y especies reactivas
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genera aberraciones cromosOmicas, debido a las
alteraciones quimicas que sufren las bases y la

desoxirribosa de los acidos nucleicos390-3%4,

Estas modificaciones quimicas que se producen en bases
nitrogenadas pueden generar la ruptura de las hebras de
ADN produciendo su fragmentacion (generando
alteraciones en la transcripcidén génica), a lo que la célula
responde con sus mecanismos de supervivencia y
reparacion en los que, a través de la nucleasa, remueve
todo el segmento de nucledtidos dafado para ser
reemplazado gracias a la ADN polimerasa | y la ligasa, lo
gue se conoce como escision de nucleétidos. En caso de
gue el dafo sea grande, se pueden producir mutaciones
gque resultarian en carcinogénesis, enfermedades

hereditarias o la muerte celular3?>-39%,

1.5.4. Sistemas de defensa antioxidante

Los antioxidantes son moléculas que bloguean la accién de
las especies reactivas, evitando el dafio oxidativo que estas
y los RLs producen sobre &cidos nucleicos vy
macromoléculas mediante el sacrificando su propia
integridad molecular3®®. Pueden interactuar directamente
con el agente oxidante formando un radical menos activo,

o interferir en la cadena de reacciones oxidativas que
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conducen al dafio*®. De igual forma, Chihuailaf vy
colaboradores. (2001)%°* y Membrillo y colaboradores.
(2003)4? han descrito a los antioxidantes como moléculas
qgue previenen la formacion descontrolada de radicales
libres o inhiben sus reacciones. Segun Hicks (2006)4°3, un
antioxidante actia como un donador de electrones, siendo

capaz de evitar una reaccion en cadena de 6xido-reduccion

La defensa antioxidante puede ser tanto de origen
endogeno (antioxidantes sintetizados por el organismo)
como exogeno (provistos a través de la dieta). De igual
forma, los antioxidantes de origen enddgeno pueden ser

agrupados como enzimaticos y no enzimaticos.
1.5.4.1. Antioxidantes enzimaticos.

Las principales enzimas antioxidantes encargadas de
eliminar los RLs y especies reactivas que son producidas
durante las reacciones metabdlicas, incluyen a la
Superoxido Dismutasa (SOD), Glutation Peroxidasa (GPX)
y la Catalasa (CAT).

e Superoxido Dismutasa

Esta enzima es una metaloproteina, es decir, contiene un
i6n metalico como cofactor en su centro activo (Cu/Zn o
Mn). En mamiferos hay identificadas 3 isoformas:
Cu/ZnSOD (SOD1) ubicada en el ndcleo, citoplasma,

peroxisomas, lisosomas y membrana mitocondrial
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externa®®*; MnSOD (SOD2)%°%® ubicada en la membrana
mitocondrial interna; y Cu/ZnSOD (SOD3)%°¢ ubicada a

nivel extracelular.

Su funcion es la de proteger a las células del dafio oxidativo
ejercido por el radical superdxido, mediante su conversién

a peroxido de hidrogeno y oxigeno.
e Catalasa

Es una hemoproteina cuya funcion depende de la union del
hierro a su sitio activo®®’4%, Se encuentra en altas
concentraciones en higado y rifibn, en bajas
concentraciones en epitelios y tejido conectivo, y en menor
medida en el tejido nervioso. A nivel celular esta localizada
en mitocondrias y peroxisomas, siendo estos ultimos los

que mayor concentracion presentan39°401,

La principal funcion de esta enzima antioxidante es la de
convertir el H2O2 proveniente de la dismutacion del anion

superoxido, en agua y oxigeno34
2H202 —» 2H20 + O
e Glutation peroxidasa (GPX)

La GPX es una selenoproteina, es decir, es una enzima
selenio dependiente, ubicada en la matriz mitocondrial y en
el citosol de los eritrocitos, lisosomas de neutrdfilos,

macréfagos y otras células del sistema inmune384399.401,
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Asi mismo, en mamiferos se han identificado cinco
isoformas (GPX1-GPX5)4%410 | as isoformas GPX1 y
GPX4 fueron medidas en la presente tesis.

La GPX posee més afinidad por el H-O2 que la CAT,
cuando se encuentra a bajas concentraciones. Su funcién
es, precisamente, la de catalizar la reduccién de H>O2 en
H20 y de hidroperdoxidos (ROOH) en H20 y alcohol (ROH),
usando como agente reductor el glutation reducido (GSH)
para generar glutation oxidado (GSSG) y agua. Sin
embargo, en algunos casos usa la tioredoxina o la

glutaredoxina como el donante de electrones*1—413,

Cuando el GSH es el donante de electrones, dona un par
de iones de hidrogeno con lo cual pasa de su estado
reducido (GSH) a glutation disulfuro (GSSG), su forma

oxidada, de la siguiente manera:

2GSH + Hz, O;—» GSSG + 2H202

2GSH + ROOH— GSSG + ROH + H0
e NFE2L2

El factor nuclear (derivado de eritroide), similar al 2
(NFE2L2 o Nrf2), es un gen que codifica al factor de

transcripcion Nrf2.

75



1. Introduccidn

Nrf2 regula la transcripcion de una amplia gama de genes
gue codifican antioxidantes y otras proteinas responsables
de la detoxificacién de xenobiéticos y especies reactivas*

Bajo condiciones de estrés como el ejercicio fisico o el
estrés oxidativo, Nrf2 se trasloca desde el citosol al ntcleo
para promover la transcripcion de distintos genes
antioxidantes, entre los que se encuentran la GPx y la

Glutation transferasa*1>-418,
1.5.4.2. Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos también se denominan
antioxidantes  secundarios. Sin  embargo, son
indispensables para contrarrestar ciertos tipos de especies
reactivas como el radical hidroxilo y el oxigeno singlete,
contra los cuales las defensas enzimaticas son
ineficaces*'®. Para neutralizar estas especies reactivas, los
organismos requieren compuestos derivados de alimentos
con propiedades antioxidantes entre las que se encuentran
carotenoides, melatonina, bilirrubina, vitamina C, vitamina

E, &cido drico, taurina, flavonoides y glutation4t9-423
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2. Objetivos

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es
estudiar el papel del entrenamiento fisico a largo plazo
sobre la funcién cognitiva y definir marcadores periféricos
de los mecanismos neuroprotectores relacionados en

sujetos jovenes y de mediana edad.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1. Evaluar el impacto del ejercicio fisico a largo
plazo sobre la expresion de genes relacionados con la
plasticidad y el trofismo neuronal (BDNF, NTRK2,
CATEPSINA B, CREB1 y VEGFA), el envejecimiento (SIRT
1, SIRT 2, SIRT 3 y SIRT 6), la defensa antioxidante
enddégena (SOD1, SOD2, CATALASA, GPX1y GPX4)y la
inflamacion (IL6, 1L10 e IL1B) a nivel periférico en sujetos

de mediana edad y jovenes.

Objetivo 2. Estudiar los efectos del ejercicio fisico a largo
plazo sobre distintas variables cognitivas (memoria,
atencion, velocidad psicomotora y funciones ejecutivas) y
neuropsicolégicas (ansiedad, depresion y calidad de

suefo) en sujetos de mediana edad.

Objetivo 3. Evaluar los niveles basales de BDNF y CTSB
en suero y plasma respectivamente, en sujetos de mediana

edad y jovenes tanto sedentarios como ejercitados.
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Objetivo 4. Evaluar el impacto del ejercicio fisico a largo
plazo sobre el dafio oxidativo, determinado por los niveles
de carbonilacion de proteinas y malondialdehido a nivel
plasmatico en sujetos de mediana edad y jovenes, tanto
sedentarios como ejercitados.

80



3. MATERIALES Y METODOS






3. Materiales y métodos

3.1. DISENO DEL ESTUDIO Y PARTICIPANTES
3.1.1. Caracteristicas de los participantes

Ochenta y seis sujetos sanos entre 17 y 68 afos de edad
fueron voluntarios en este estudio. Los sujetos fueron
asignados a 4 grupos experimentales: Grupo Sedentario
Joven (YSG, del inglés Young Sedentary Group; n=21,
edad: 17-25 afios), Grupo Entrenado Joven (YTG, del
inglés Young Trained Group; n=16, edad: 18-25 afios),
Grupo Sedentario de Mediana edad (MSG, del inglés
Middle-aged Sedentary Group; n=25, edad: 47-67 afos) y
Grupo Entrenado de Mediana edad (MTG, del inglés
Middle-aged Trained Group; n= 24, edad: 46-68 afos). No
hubo diferencias en los afios de escolarizacion entre los

grupos de mediana edad.

Los participantes pertenecientes alos YSGy YTG, residian
en la provincia de Valencia, mientras que aquellos que
formaron parte MSG y MTG tenian su domicilio en la

provincia de Barcelona.

Los participantes del YTG eran sujetos que se ejercitaron
de forma regular durante los ultimos siete afios, aunque la
duracion, frecuencia e intensidad del ejercicio fue
heterogénea. Las disciplinas deportivas practicadas

incluyeron tenis, atletismo, futbol y taekwondo.

83



3. Materiales y métodos

Por su parte, todos los participantes en el MTG fueron
jugadores de rugby amateur de los clubes Matusalem,
King’'s PEbrots y Barcelona y habian practicado el deporte
a lo largo de su vida (35 * 15 afios de préactica).

Un resumen de las caracteristicas principales de los
participantes, esta consignado en las tablas 3.1y 3.2.

Todos los grupos se reclutaron de forma simultanea con
excepcion del grupo YTG, el cual fue incluido 3 meses
después del inicio de los experimentos con el fin de
aprovechar el perfil activo y de edad, de un grupo con el
gue realizabamos un estudio paralelo en la Universidad de
Valencia. Por esta razén, no disponemos de los resultados
de analisis clinicos, psicologicos y en algunos casos
bioquimicos que fueron realizados previos a su inclusion en

la presente investigacion.
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Tabla 3.1. Parametros sociodemograficos y del estado
de salud

VARIABLES
SOCIODEMOGRAFICAS
Edad (afios) 55.9+5.9 54.3+6.6 209122 19.9+2.0
Rk g
Escolarizacion (afios) 14.4+3.3 15.0+3.4 ND ND
Nivel educativo’ 3.44+1.04 3.58+ 1.14 34+0.8 ND
VARIABLES CLINICAS Y
GENETICAS
Indice de masa corporal (Kg/m?) 284+39 282+27 242+46 226+3.2
x —
Hipertension (N, %)
Hipertenso 10 (40%) 10 (41.7%) 1(4.8%)* # ND
Tratado 5 (20%) 5 (20.8%) 0(0%)
Hiperglicemia (N, %)
Hiperglicémico 5 (20%) 3(12.5%) 0 (0%) 0 (0%)
Tratado 2 (8%) 1(4.2%) 0 (0%) 0(0%)
APOE £4 (N, %)? 7 (28%) 5 (21%) 4 (19%) ND
Traumatismo craneoencefalico? 4 (16%) 12 (50%) ND ND
(N, %) *
TABAQUISMO Y HABITOS
ALIMENTICIOS
Consumo de tabaco (N, %)
Nunca 9 (36%) 12 (50%) 13 (62%) 16 (100%)
Ex fumador 8 (32%) 8(33.3%) 1(4.8%)
Actualmente 8 (32%) 4(16.7%) 7 (33%)
Consumo de fruta
Dias/semana 6.0+16 46+22 4.0+25™ ND
Raciones/semana 13.5+9.2 10.1+£10.2 81+7.8
CONSUMO DE VERDURAS
Dias/semana 44+20 42+19 42+24 ND
Raciones/semana 123+16.2 7.0+48 8.6+6.2
Frecuencia de consumo de 33+14 3.0+15 2415 ND
alcohol®
VARIABLES PSICOLOGICAS
Escala de Calificacion de 81+19 8.0+20 94+32 ND
Hamilton para la Ansiedad
Escala de Calificacion de 84+14 91+14 84+25 ND
Hamilton para la Depresion
Indice de Calidad del suefio de 53+26 47+£22 56+1.8 ND
Pittsburgh
Cuestionario de Funcionamiento 93.8+10.3 91.7+136 84.8+123 ND
de la Memoria
Cuestionario de Variables de 13.89+ 3.0 16.8 £3.3 14.2 1 2.9% ND
Reserva Cognitiva

Los datos son presentados como la media = DE, excepto en donde el
ndamero y el porcentaje son indicados: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
comparado con MSG, #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 comparado
con MTG.

Abreviaturas: ND, no determinado.
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INiveles de educaciéon: 1, primaria; 2, estudios elementales de
secundaria; 3, estudios béasicos de secundaria; 4, estudios superiores

2Sujetos con un alelo (no fueron encontrados sujetos con 2 alelos).

3Consumo de alcohol durante el dltimo afio: consumo diario desde 0 a

5.

Tabla 3.2. Pardmetros de Actividad Fisica

IPAQ (MET- MSG MTG YSG
min/semana)
AF en el trabajo 30 (0-1091) 0 (0-3990) 0 (0-0)
AF durante un 383 (181-  477(132-864) 600 (330-
viaje, caminando 990) 10639)
y en bicicleta
AF en casa o en 885(0-1541) 420 (0-1905) 175 (80-630)
el jardin
AF durante el 198(0-531) 3078 (1440- O (0-396)%*
tiempo libre 4386)™"
Total FA 2208 (1604- 4606 (2962- 1435 (990-

3846 10847)" 1886)##
STEPS, AF
(min/semana) MSG MTG YSG

AF moderada en 0 (0-50) 0 (0-0) 0 (0-0)
el trabajo
AF intensa en el 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
trabajo
AF caminando y 22(0-162) 0 =0-124) 100 (30-240)
en bicicleta
AF moderada 0 (0-90) 90 (0-240) 0 (0-15)"*
durante el tiempo
libre
AF intensa 0 (0-0) 240 (90- 0 (0-0) y###
durante el tiempo i)
libre

MLTPAQ (MET-

h/afo) MsG MTG YSG

Todas las 1379 (751- 3081 (2209- 1709 (935-
actividades c2) 5232)" 2583y
durante el tiempo
libre
Rugby 742 (546-

1181)

Los datos son presentados como la mediana (rango intercuartil).
*P<0.05, **P<0.01 **P<0.001 comparado con MSG, ##P<0.01,

###P<0.001 comparado con MTG.
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Abreviaturas: AF, actividad fisica; MET-h, equivalente metabdlico de
tarea por hora; IPAQ, cuestionario internacional de Actividad Fisica;
STEPS, cuestionario de vigilancia de los factores de riesgo de
enfermedades cronicas; MLTPAQ, cuestionario de actividad fisica y
tiempo libre.

3.1.2. Recogidadeinformaciény criterios de exclusion
de los participantes

La historia médica, estiio de vida y frecuencia de
entrenamiento de todos los participantes, fueron obtenidas

a partir de distintos cuestionarios.

MSG y MTG fueron evaluados con una bateria de pruebas
cognitivas y cuestionarios psicologicos, con el objetivo de
determinar alguna posible diferencia entre el grupo
entrenado y sedentario. Los resultados fueron analizados

por un neuropsicologo especializado en ensayos clinicos.

La aplicacion de las pruebas fue por el método de goteo,
en un mismo dia para cada individuo en el Departamento
de Psiquiatria y Psicobiologia Clinica de la Universidad de

Barcelona, entre las 10:00 y las 15:00h

Los sujetos fueron excluidos si presentaban deficiencias
cognitivas, si actualmente tomaban alguna droga
neuroactiva, si se suplementaban con antioxidantes o

fumaban sustancias alucinégenas.
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En YSG y MSG también fueron excluidos aquellos sujetos
gue reportaron 150 o mas minutos semanales de actividad
fisica de moderada intensidad, en la version corta del
Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ).

3.1.3. Comité ético

Todos los sujetos fueron informados del objetivo del
estudio de manera verbal y escrita, incluyendo los riesgos
potenciales. Antes del inicio del estudio, los
consentimientos  informados  fueron  debidamente
diligenciados y entregados por los participantes. Todos los
procedimientos fueron acordes con los principios éticos de
la declaracion de Helsinki. Debido a la colaboracion
realizada con la Universidad de Barcelona y el Instituto de
Investigaciones Biomédicas de Barcelona, los protocolos
fueron aprobados por el comité de ética del Hospital Clinico

de Barcelona, Espania.

3.2. OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

La obtencién de las muestras sanguineas de los sujetos
jovenes (YSG y YTG) fueron realizadas en la ciudad de
Valencia, mientras que las muestras de los de mediana

edad (MSG y MTG) fueron obtenidas en Barcelona.

88



3. Materiales y métodos

En ambos casos las extracciones se realizaron en ayunas,
y a los sujetos se les pidid que no realizaran ejercicio fisico
en las 24 horas previas a la extraccion, la cual se realizé

entre las 8:00 y las 10:00 a.m.

3.2.1. Obtencion de plasma sanguineo

Las muestras de sangre de todos los sujetos fueron
obtenidas por puncion en la vena antecubital, en tubos
Vacutainer® con EDTA (Acido etilendiaminotetraacético,
por sus siglas en inglés), Ref 367525. Inmediatamente
después de la extraccion, se agito el tubo entre 8 y 10
veces Yy se centrifugo a 2000 g (10 minutos, 4° C). Para ello
se utilizé6 una centrifuga marca Selecta. Posterior, se
transfirid el sobrenadante a 2 6 3 tubos eppendorfs de 2 mL
de capacidad, utilizando una pipeta Eppendorf. Finalmente,
se almacenaron las muestras en un congelador de -80°
hasta ser utilizadas para los analisis bioquimicos, o

enviadas a Valencia o Barcelona.

3.2.2. Obtencion de suero sanguineo

Para la obtencién del suero se utilizaron tubos Vacutainer®
Ref 366468, BD. Inmediatamente después de la extraccion,
se agitd el tubo entre 8 y 10 veces y se dej6 coagular

durante 60 minutos (10 minutos a temperatura ambiente, y
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50 minutos a 4°C). Pasado este tiempo, se centrifugo a
2000 (RCF) (10 minutos, 4°C). Para ello se utilizé una
centrifuga marca Selecta. Posterior a esto, se transfiri6 el
sobrenadante a 2 6 3 tubos eppendorfs de 2 mL de
capacidad, utilizando una pipeta Eppendorf. Finalmente, se
almacenaron las muestras en un congelador de -80° hasta
ser utilizadas para los analisis bioquimicos, o enviadas a

Valencia o Barcelona.

3.2.3. Obtencion de sangre para ARN

Las muestras de sangre de todos los sujetos fueron
obtenidas por puncion en la vena antecubital en 2 tubos de
3mL (TEMPUS blood RNA, Ref 4342792, Applied
Biosystems). Inmediatamente después de la extraccion, se
agito el tubo vigorosamente durante 10-15 segundos, y se

almacenaron a -80° hasta ser enviadas a Barcelona.

3.2.4. Obtencion de sangre para ADN

Las muestras de sangre de todos los sujetos fueron
obtenidas por puncién en la vena antecubital, en 1 tubo de
10mL con EDTA (Ref 367525, BD). Inmediatamente
después de la extraccion, se agito el tubo vigorosamente
entre 8 y 10 veces, y se almacenaron a -80° hasta ser

enviadas a Barcelona para los analisis respectivos.
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3.3. CUESTIONARIOS DE ACTIVIDAD FISICA Y ESTILO
DE VIDA

El mismo dia de la extraccion de sangre los participantes
respondieron los cuestionarios de actividad fisica y estilo

de vida, que se explican a continuacion:

e Método STEPwise para la vigilancia de los factores

de riesgo de enfermedades crénicas (STEPS)

Es un meétodo simple y estandarizado para recoger,
analizar y diseminar datos en los paises miembros de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en
inglés World Health Organization). La informacion
solicitada incluye datos relacionados con la hipertension,
hiperglicemia, peso corporal y estatura, habito tabaquico,
habitos de dieta (incluyendo consumo de alcohol), y habitos

de actividad fisica®?.

e Cuestionario internacional de actividad fisica (IPAQ,
del inglés International Physical Activity Questionnaire),
version larga

Es un instrumento para monitorizar la actividad fisica y la

inactividad en el ambito de la investigacion, durante los

ultimos 7 dias*?®. Los resultados fueron calculados como el
equivalente metabodlico semanal (MET-h) para las distintas

categorias de la actividad fisica.
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Un equivalente metabdlico (por sus siglas en inglés, MET)
es un parametro usado para expresar la intensidad de la
actividad fisica realizada, y equivale a un consumo de 1
kcal/kg/h mientras la persona esta sentada. En este caso,
MET-h hace referencia a la cantidad de energia utilizada
por el organismo estando sentado en 1 h. Ante una
actividad fisica de tipo moderado, el consumo calorico
puede ser entre 3y 6 veces mayor (3-6 MET), y mas de 6
veces cuando se realiza actividad fisica vigorosa (> 6
MET).

e Cuestionario de actividad fisica en el tiempo libre de
Minnesota (MLTPAQ, del inglés Minnesota Leisure
Time Physical Activity Questionnaire)

Este cuestionario cuantifica la tasa metabdlica de

diferentes actividades fisicas de ocio y domeésticas

realizadas durante los Ultimos 12 meses*®. Son 63

actividades que se dividen en 8 categorias: caminar,

actividades acuaticas, ejercicios de acondicionamiento
fisico, actividades de invierno, actividades en el jardin,
deportes, bricolaje, caza y pesca.

La frecuencia de las actividades se evalia mes a mes,

como "numeros promedio de veces por mes". Cada

actividad fisica tiene su propio cédigo de intensidad (MET).

Los valores se calcularon como MET-h total anual.
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3.4. TEST NEUROPSICOLOGICOS

Todos los sujetos de MSG y MTG realizaron la siguiente
bateria de test neuropsicolégicos entre las 9.00 y las
15.00h en dias distintos.

e Test de recuerdo libre y selectivamente facilitado
(FCSRT, del inglés Free and Cued Selective Reminding
Test)

En esta prueba, el aprendizaje y la memoria verbal
declarativa se evaltan utilizando una lista de 16 palabras
gue deben recordarse a lo largo de tres intentos. Tanto la
memoria inmediata como la memoria a largo plazo se
evalian con la ayuda de pistas semanticas*?’. Las
puntuaciones se dan por el recuerdo inmediato libre, el
recuerdo total inmediato, el recuerdo demorado libre y el

recuerdo demorado total*28.

Para iniciar el test, a cada participante se le entregaron 4
tarjetas, cada una con 4 articulos diferentes. Cada articulo
perteneciente a una categoria distinta. Los participantes
fueron evaluados individualmente, y antes de la prueba se
les habl6 de los elementos que tenian que recordar mas
tarde. Se les pidio a los participantes que leyeran todos los
items en voz alta y luego se le pidié que identificara el
nombre de cada uno de ellos (por ejemplo, "banana")

cuando el evaluador dijo su clave de categoria (por
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ejemplo, "fruta"). Este procedimiento continué hasta que
los 16 elementos se leyeron e identificaron correctamente.
Después de una tarea de interferencia no semantica que
dur6 20 s, que consistid en contar hacia atras para evitar el
recuerdo de la memoria a corto plazo, el sujeto intento
recordar libremente tantos elementos como fuera posible,
en cualquier orden. El tiempo permitido para esta tarea fue
de 90s. La tarea se detuvo si no habia respuesta en 15s.
Los articulos que no fueron recordados espontaneamente
fueron indicados por el examinador (por ejemplo, "¢ Cual
era una fruta?"). Las “pistas” de categoria se presentaron
para obtener el recuerdo de los elementos que no se
recordaron libremente. Este procedimiento fue repetido tres
veces. Pasados 30m se volvio a realizar la prueba, con el
objetivo de evaluar el recuerdo demorado. Cada prueba se
puntud por el numero de articulos recordados libremente,
el numero de articulos recordados después de las “pistas”

y el recuerdo demorado (libre y facilitado).

Por lo tanto, en nuestro estudio se consideraron cuatro
puntuaciones: (a) Recuerdo libre total inmediato (prueba 1
de recuerdo inmediato libre + prueba 2 de recuerdo libre +
prueba 3 de recuerdo libre; puntuacion maxima, 48); (b)
Recuerdo inmediato total facilitado (prueba 1 de recuerdo
facilitado + prueba 2 de recuerdo facilitado + prueba 3 de

recuerdo facilitado; puntuacion maxima, 48); (c) Recuerdo
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demorado libre (puntuacién maxima, 16); (d) Recuento

demorado facilitado (puntuacion maxima, 16).
e Test del trazo (TMT, del inglés Trail Making Test)

En la parte A de la prueba TMT, una serie de nameros
impresos en una hoja de papel deben conectarse usando
una linea dibujada con l4piz, siguiendo la secuencia
numeérica (de menor a mayor) lo mas rapido posible. Esta
sub-prueba evalla la atencion y la velocidad psicomotora.
En el TMT parte B, los nimeros y las letras intercaladas se
deben unir en orden numérico y alfabético*?®. Esta sub-
prueba también evalia un componente de las funciones

ejecutivas.

Un tiempo mas corto en segundos para completar el TMT-

A o TMT-B, indica una mejor respuesta.

e Prueba de modalidad de digitos y simbolos (SDMT,
del inglés Symbol Digit Modalities Test)

Esta prueba mide la velocidad y la atencion psicomotora a
través de una tarea de sustitucion en la que los simbolos
geométricos, enumerados repetidamente al azar, deben
emparejarse con los niumeros correspondientes del 1 al 9.
La puntuacion es el niamero de sustituciones correctas

realizadas en 90 segundos*3°,
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e Escala de inteligencia para adultos, cuarta edicién
(WAIS-1V, del inglés Wechsler Adult Intelligence Scale)

La prueba WAIS fue disefiada para medir la inteligencia y
las habilidades cognitivas en la practica clinica®®!. En la
presente tesis usamos varias sub-pruebas de la versién
actual WAIS-IV. La sub-prueba de digitos directos evalla
la atencién y la memoria de trabajo, la sub-prueba de
digitos inversos evalua las funciones ejecutivas, trabajando
memoria y vocabulario, asi como nivel intelectual pre-

morbido.
e Fluidez verbal

Las funciones ejecutivas también son evaluadas mediante
tareas de fluidez verbal donde los participantes deben
pronunciar tantas palabras como sea posible, de una
categoria semantica determinada o que comiencen con
una letra determinada, durante un minuto32, La puntuacion

es el niumero de palabras pronunciadas.
e Pruebade color y palabra (Stroop test)

La tarea automatica de leer una lista de palabras o
nombres de colores interfiere con la tarea solicitada de
nombrar el color de tinta de las palabras, se conoce como
el efecto Stroop. Una puntuacién de los aciertos correctos
mide la velocidad de procesamiento y la funcién ejecutiva

de inhibicion*33,
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e Prueba Neuropsicolégica de Cambridge Bateria
Automatizada (CANTAB, del inglés Cambridge

Neuropsychological Test Automated Battery)

Las pruebas CANTAB son programas computarizados
disefiados para evaluar varias areas cognitivas***. En la
presente tesis usamos las pruebas de Memoria de trabajo
Espacial (por sus siglas en inglés SWM), Aprendizaje de
Asociacion Pareada (por sus siglas en inglés PAL) y
Procesamiento Rapido de informacion Visual (por sus
siglas en inglés RPV).

3.5. CUESTIONARIOS PSICOLOGICOS

En la presente tesis pedimos a los sujetos de los YSG,
MSG y MTG que cumplimentaran las siguientes escalas y

cuestionarios:

e Escalade calificacion de Hamilton para la ansiedad
(Hamilton-A)

Califica catorce grupos de sintomas de ansiedad, en una
escala de 0 a 5 puntos. Los puntajes de 0 a 17 indican
ausencia de ansiedad o ansiedad leve; 18 a 24 indican
ansiedad leve a moderada; y 24 a 30 indican ansiedad

moderada a severa*®,
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e Escalade calificacion de Hamilton parala depresion
(Hamilton-D)

Califica diecisiete sintomas de depresion en una escala de
0y 3 puntos. Las puntuaciones de 0-7 indican ausencia de
depresion y 20 o mas indican, al menos, depresion

moderada*3S.

e Indice de calidad de suefio de Pittsburgh (PSQI, del
inglés Pittsburgh Sleep Quality Index)

Califica siete componentes de la calidad del suefio en una
escala de 0 a 3. El puntaje general varia de 0 a 21, con
puntajes bajos de 0-5 que indican una buena calidad del

suefio*¥,

e Cuestionario de funcionamiento de la memoria

(MFQ, del inglés Memory Functioning Questionnaire)

Es una escala de 7 items, con cada item calificado de 1 a
7 que incluye diferentes aspectos de la autoevaluacion de
la memoria, el olvido y el uso de mnemotécnicos. Las
puntuaciones mas altas indican un mejor funcionamiento

de la memoria autovalorada“3,
e Cuestionario de variables de reserva cognitiva

Otorga una puntuacién compuesta por la presencia de
estilos de vida considerados para aumentar la reserva

cognitiva incluyendo nivel de educacién (formacién
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académica), actividades de ocio de tipo social, intelectual y
fisica. 4%. En la validacion de esta puntuacion de reserva
cognitiva, los autores informaron que los adultos
cognitivamente sanos mayores de 65 afios obtuvieron una
puntuacién de 7 a 11, mientras que los sujetos con

deterioro cognitivo obtuvieron solo entre 3 y 7 puntos*%.

3.6. ANALISIS BIOQUIMICO DE LAS MUESTRAS
3.6.1. Extraccion y analisis del ARN

El aislamiento del ARN fue realizado utilizando el mirVana
RNA Isolation Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), NanoDrop ND 1000 (Thermo Fisher Scientific),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza y
concentracion de las muestras se evaluaron el mismo dia
de la extraccidon, usando un espectrofotometro NanoDrop
ND 1000 (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente las

muestras fueron alicuotadas y almacenadas a -80°C.

Para obtener cDNA, las muestras de ARN fueron
retrotranscritas usando random priming and Superscript
Reverse Transcriptase (Life Technologies), de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, la
expresion génica fue medida con sondas TagMan
especificas (Applied Biosystems) en un sistema de
deteccion CFX96 Real-Time gPCR (Bio-Rad, Hercules,
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CA, USA). Los datos fueron calculados usando el método
2-AACt y normalizados a dos controles internos (PGK1 y
B2M). los resultados fueron expresados en relacion al
grupo control (MSG). Los genes analizados son descritos
en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Sondas usadas para medir los niveles de
ARNmM por RT-qPCR

Secuencia
Simbolo de
Descripcion TagMan ID ]
del Gen Referencia
NCBI
NM_00114
SIRT1 Sirtuina 1 Hs01009006_m1
2498.1
NM_00119
SIRT2 Sirtuina 2 Hs00247263_m1
3286.1
NM_00101
SIRT3 Sirtuina 3 Hs00953477_m1
7524.2
NM_00119
SIRT6 Sirtuina 6 Hs00966002_m1
3285.2
NM_00175
CAT Catalasa Hs00156308_m1 2
Superéxido
NM_00063
SOD2 dismutasa 2, Hs00167309_m1 6.3
mitocondrial '
Glutation
GPX1 ) Hs00829989 gH --
peroxidasa 1
Glutation NM_00103
GPX4 ) Hs00989766_ g1
peroxidasa 4 9847.2
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3.6.2. Extraccion y andlisis del ADN

La extraccion de ADN fue realizada usando el kit Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Fitchburg, WI,

USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las muestras de ADN fueron analizadas para determinar la
distribucién del alelo APOE. El gen APOE es polimorfico en
dos nucleétidos individuales (rs429358 y rs7412), lo que da
como resultado los alelos €2, €3 y €4. APOE €4 es
considerado un factor de riesgo para diversas afecciones

asociadas con la pérdida cognitiva en la edad avanzada

Los analisis fueron realizados mediante gPCR, usando una
combinacion de dos sondas TagMan marcadas
doblemente con  6-carboxifluoresceina (FAM) vy
fluorescentes VIC (Ensayos de Genotipado SNP Tagman,
Applied Biosystems), que demostraron las diferentes

combinaciones de los alelos €2, €3 y €444,

3.6.3. Determinacion de BDNF por ELISA

Para estudiar BDNF en sangre periférica, generalmente se
prefiere el suero al plasma y la sangre total. Esto se debe
al hecho de que el suero sanguineo ha sido el estandar
convencional para la mayoria de los analisis bioquimicos.
La concentracion de BDNF periférico muestra una enorme

variabilidad debido a varios factores metodolégicos que
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resultan en modificaciones en sus niveles en suero
humano. Dos factores importantes son el tiempo en que la
sangre se deja coagular antes de la extraccion de suero y
la temperatura a la que se produce la coagulacién. Ambos

fueron estrictamente controlados en nuestro estudio.
e Objetivo del método

La técnica de ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés, enzyme-linked
immunosorbent assay) tiene cuatro variantes: ELISA
directo, ELISA indirecto, ELISA competitivo y ELISA tipo
sandwich. En la presente tesis hemos usado ELISA tipo

sandwich.
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Figura 3.1. Pasos para desarrollar el método ELISA.

e Reactivos

Los reactivos que se muestran a continuacion vienen
incluidos en el kit ELISA utilizado (Catalogue Number:
BEK-2211-1P/2P. BiosensisRapid™Mature BDNF,

Australia).
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- Placa 96 pocillos pre-incubada con anticuerpo monoclonal
de captura anti-BDNF maduro.

- Patron de BDNF maduro (humano).

- Tampon de lavado.

- Diluyente.

- Anticuerpo monoclonal biotinilado anti-BDNF maduro.
- Estreptavidina-HRP conjugada.

- 3,3’,5,5’- tetramethylbenzidine (TMB).

- Solucion para detener la reaccion (TMB stop solution).
e Procedimiento

El protocolo para la realizacién del ELISA fue realizado a

partir de las instrucciones del fabricante.

1. El mismo dia del experimento realizamos una dilucién
1/250 de las muestras de suero, utilizando el tampon de

dilucién de la muestra contenido en el kit.

2. se realizé una recta patron a partir de la reconstitucion
de la proteina (BDNF) liofilizada, en 1 mL de tampdn de
dilucion provisto en el kit, siendo éste el punto mas alto de
la recta (1000 pg/mL). Seguidamente se hicieron diluciones

seriadas como lo indica la figura 3.2.
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400 pl 400 pl 400 pL 400 pl 400 pl 400 plL

500 250 125 625 312 156 7.8
eneleppendorf(ul) 600 pL 400 pL 400 pL 400 pL 400 pL 400 pL 800 pL

BDNF (pg/mL)

VolumenFinal

Figura 3.2. Diluciones seriadas a partir de una concentracion
conocida de BDNF.

3. Se afadieron 100 yL de muestras o de patron a cada
uno de los pocillos en la placa. Cada muestra y punto de la
recta patron fue analizada por duplicado. La placa fue
sellada y se dej6 incubando a temperatura ambiente y en

agitacion (140rpm) durante 45 minutos.

4. Seguidamente se realizaron 5 lavados con 200 uL de

tampon de lavado 1x por pocillo.

5. Posteriormente se afiadieron 100 uL de anticuerpo (anti-
BDNF maduro biotinilado previamente diluido al 1x) en
cada pocillo. Nuevamente se sell6 la placa para incubarse
durante 30 minutos en agitacion (140rpm) a temperatura

ambiente.

6. Nuevamente se realizaron 5 lavados como en el paso

numero 3.
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7. Se afadieron 100 yL del complejo Avidina-Biotina-
Peroxidasa 1x en cada pocillo, y se dej6 incubando la placa
en las mismas condiciones que en los pasos 3y 5.

8. Se realizaron 5 lavados como en los pasos 3y 6.

9. Seguidamente se afiadieron 100 yL de TMB en cada
pocillo, y se dej6 incubar la placa durante 5 minutos a

temperatura ambiente en la oscuridad.

10. Por ultimo, se paro la reaccion al aiadir 100 yL del
reactivo TMB stop.

11. La absorbancia se midi6 en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 450 nm dentro de los 15 minutos

posteriores al paso anterior.

3.6.4. Determinacion de Catepsina B por ELISA

Para la deteccion de Catepsina B en plasma también se
usé el método de ELISA tipo sandwich, por lo que el
principio fue el mismo que al medir BDNF, aunque los

tiempos de incubacion fueron diferentes.
e Reactivos

Los reactivos que se muestran a continuacion vienen
incluidos en el kit utilizado (Catalogue Number: ab119584 -
Cathepsin B Human ELISA Kit- abcam).
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- Placa 96 pocillos pre-incubada con anticuerpo monoclonal
de captura anti-Human Cathepsin B.
- Patron liofilizado de Human Cathepsin B.
- Diluyente de muestras y patron.
- Complejo de Avidina-Biotina-peroxidasa (ABC).
- Diluyente del complejo ABC.

- Anticuerpo monoclonal biotinilado anti-Human Cathepsin
B.

- Diluyente del anticuerpo.

- 3,3',5,5’- tetramethylbenzidine (TMB).

- Solucion para detener la reaccion (TMB stop solution).
e Procedimiento

El protocolo para la realizacion del ELISA fue realizado a

partir de las instrucciones del fabricante.

1. El mismo dia del experimento realizamos una dilucién
1/15 de las muestras de plasma, utilizando el tampon de

dilucién de la muestra contenido en el kit.

2. Se realiz6 una recta patron a partir de la reconstitucion
de la proteina (Catepsina B) liofilizada, en 1 mL de tampon

de dilucién provisto en el kit, siendo este el punto mas alto
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3. Materiales y métodos

de la recta (10 ng/mL). Seguidamente se hicieron
diluciones seriadas. como lo indica la figura 3.3.

300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL

AN NG NS N T
————

CatepsimB(ng/mL) 5000 25000 1,250 625 312 156
VolumenFinal

eneleppendorf(ul) 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 600 pL

Figura 3.3. Diluciones seriadas a partir de una concentracion
conocida de Catepsina B.

3. Se afadio a los pocillos 100 uL de muestras o de patrén.
Cada muestra y punto de la recta patron fue analizada por
duplicado. La placa fue sellada y se dej6 incubando a 37°C

durante 90 minutos.

4. Seguidamente se descarto el contenido de los pocillos

utilizando un lavador de placas de ELISA

5. Posteriormente se afiadieron 100 uL de anticuerpo (anti-
Human Cathepsin B biotinilado previamente diluido del 20x
al 1x) en cada pocillo, y nuevamente se sello la placa para

incubarse a 37°C durante 60 minutos.

6. Se realizaron 3 lavados, cada uno con PBS 0.01 M
(Phosphate Buffered Saline, por sus siglas en inglés), con

1 minuto de espera entre cada lavado.
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3. Materiales y métodos

7. Se afadieron 100 yL del complejo Avidina-Biotina-
Peroxidasa en cada pocillo, y se dejé incubando la placa a
37°C durante 30 minutos

8. Se realizaron 5 lavados con PBS 0.01 M, con 1 minuto

de espera entre cada lavado.

9. Seguidamente se afiadieron 90 yL de TMB en cada
pocillo, y se dej6é incubar la placa a 37°C durante 25

minutos (esta vez en la oscuridad)

10. Se afadieron 100 pL del reactivo TMB stop para frenar

la reaccion

11. Finalmente, se midié en el espectrofotbmetro a una
longitud de onda de 450 nm dentro de los 30 minutos

posteriores al paso anterior.

3.6.5. Determinacion de IL1 B por ELISA

Para la deteccion de IL1 B en plasma también se uso el

método de ELISA tipo sandwich.
e Reactivos

Los reactivos que se muestran a continuacion vienen
incluidos en el kit utilizado (Catalogue Number: HSLBOOD
Quantikine HS ELISA- Human IL1B Immunoassay. R&D
SYSTEMS a biotechne Brand).
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- Placa 96 pocillos pre-incubada con anticuerpo monoclonal
de captura Human IL1.

- Patrén liofilizado de Human IL1pB.

- Diluyente de muestras y patron.

- Estreptavidina-HRP (100X).

- Diluyente de estreptavidina-HRP.

- Anticuerpo monoclonal biotinilado anti- Human IL1[3.

- Diluyente del anticuerpo.

- Reactivo de color A.

- Reactivo de color B.

- Solucién para detener la reaccion (TMB stop solution).
e Procedimiento

El protocolo para la realizacion del ELISA fue realizado a

partir de las instrucciones del fabricante.

1- El mismo dia del experimento realizamos una dilucién
1/2 de las muestras de plasma, utilizando el tampén de
dilucion (calibrator diluent) de la muestra contenido en el
kit.

2- Se realiz6é una recta patrén a partir de la reconstitucion
de la proteina (IL-1 B) liofilizada, en 1 ml de agua Milli-Q,

para obtener un patrén con una concentracion de 80 pg/Ml.
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Seguidamente, en un eppendorf aparte, se afiadieron 900
ML de calibrator diluent y 100 uL del patrén que se habia
reconstituido previamente. Esta dilucién constituy6 el punto
mas alto de la recta patron (8 pg/mL). Seguidamente se
hicieron diluciones seriadas hasta el punto mas bajo de la

curva, el cual tuvo una concentracion de 0.125 pg/mL.

3. Se afiadi6 a cada pocillo 50 uL de assay diluent, provisto
en el kit. Seguidamente agregamos 100 uL de la respectiva
dilucion de cada muestra, o del patrén, a su respectivo
pocillo. Cada muestra y punto de la recta patrén fue
analizada por duplicado. La placa fue sellada y dejada
incubando a temperatura ambiente y en agitacion durante

2 horas, a 500 rmp.

4. Seguidamente, utilizando un lavador de placas de
ELISA, se descartdé el contenido de los pocillos y se
efectuaron 4 lavados con un volumen de 400 uL cada vez,
con el tampon de lavado diluido previamente al 1x con agua
destilada. Entre cada lavado se dejo un tiempo de 45 s de

espera.

5. Posteriormente se afadieron 200 yL de anticuerpo
(Human IL1 B) en cada pocillo, y nuevamente se sello la
placa para incubarse a temperatura ambiente y en

agitacion, como en el paso 3, durante 60 minutos.

6. Se repitieron los lavados como en el paso 4.
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7. Se afnadieron 200 pL del estreptavidina-HRP (1X) en
cada pocillo, y se dejé incubando la placa durante 30
minutos, nuevamente a temperatura ambiente y en

agitacion.
8. Se repitieron los lavados como en el paso 4.

9. Seguidamente se afiadieron 50 uL del reactivo substrate
solution (el cual tuvimos que preparar previamente al
mezclar dos volumenes iguales del reactivo de color Ay el
reactivo de color B), en cada pocillo, para estimular la
actividad de la enzima HRP y se dejo incubar la placa en la

oscuridad, sin agitacion, por 30 minutos.

10. Posteriormente se afiadieron 50 yL del reactivo stop

solution para frenar la reaccion

11. Finalmente, dentro de los 30 minutos siguientes, se
midié en el espectrofotometro a dos longitudes de onda
(450 nm y 570nm), y el valor de la absorbancia de la
segunda se le resto a la primera, y los resultados fueron

interpolados en una recta patrén.

3.6.6. Cuantificacion de proteinas por el método Lowry
e Objetivo del método

El método de Lowry es un ensayo espectrofotométrico para

cuantificar proteinas, propuesto en 1951 por Oliver H.
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3. Materiales y métodos

Lowry**! y se basa en dos reacciones quimicas. La primera
reaccion es la reduccion de los iones de cobre en
condiciones alcalinas, lo que forma un complejo con los
enlaces peptidicos (reaccion de Biuret). Estos complejos
Cu?*-proteina muestran un caracteristico color azul claro.
Ademads, provocan el desdoblamiento de la estructura
tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos de
tirosina que van a participar en la segunda etapa de la
reaccion. La segunda, es la reduccion del reactivo de Folin-
Ciocalteu por el complejo cobre-enlace peptidico, en donde
el Cu?* actlia como catalizador. El principal componente del
reactivo de Folin es el &cido fosfomolibdotungstico, de color
amarillo, que al ser reducido por los grupos fendlicos da
lugar a un complejo de color azul oscuro en la solucién, y
puede ser detectado con un espectrofotdmetro en un rango
de 500 a 750 nm*#2, La cantidad de proteina en la muestra
puede ser estimada interpolando los valores de la
absorbancia obtenidos, en una recta de calibrado de una
sustancia cuya concentracion es conocida y ha sido trata
con el mismo método que nuestras muestras. La proteina
gue hemos usado en este ensayo, fue la albumina de suero
bobino (BSA por sus siglas en inglés, bovine serum

albumin).
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e Reactivos
- Reactivo Lowry:

Se prepara a partir de la adicion de 40 mL de agua Milli-Q
a la botella de reactivo Lowry, y mezclar hasta disolver, con
la botella protegida de la luz.

Guardar a temperatura ambiente.
- Reactivo Folin-Ciocalteau:

El reactivo que se usa en el método Lowry, debe estar
previamente preparado en una dilucién 1/6 a partir de la
solucion Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagent, en una botella

de vidrio topacio, y almacenado a temperatura ambiente.
e Procedimiento

Antes de empezar el procedimiento para cuantificar
proteinas mediante el método de Lowry, realizamos una
dilucion 1/15 de la muestra de plasma utilizando como
diluyente agua Milli-Q. Una vez hecho esto, procedimos de

la siguiente forma:

1. Preparamos una recta patron seriada de diluciones de
BSA conocidas, las cuales se procesaron en iguales
condiciones que las muestras. Las diluciones preparadas
fueron: 10- 5- 2,5- 1- 0,5- 0,1 mg/mL
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2. Pipeteamos 490 yL de agua Milli-Q y 10 pyL de cada
muestra (dilucion 1/15) o patron en un tubo Eppendorf y
seguidamente se afadieron 500 pL del reactivo de Lowry.
Seguidamente vorteamos vigorosamente cada eppendorf
durante 5 segundos, y los dejamos incubando durante 20

min en la oscuridad.

3. Anadimos 250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu e
incubamos 30 min en la oscuridad, y posteriormente
medimos la absorbancia a 660 nm en un espectrofotometro

Marca Jenway 7315.

4. Para calcular los resultados, restamos a todos los
valores de absorbancia el valor de la muestra “blanco” (solo
lleva agua Milli-Q y reactivos) e interpolamos la
absorbancia de las muestras en la de la recta patrén
construida a partir de las concentraciones conocidas de
BSA.

El valor que se utiliza para hacer la recta y para calcular la
concentracion de las muestras es: AAbs= Abs muestra-

Abs blanco.

3.6.7. Determinacién de los niveles de Malondialdehido
(MDA) por HPLC

La peroxidacion lipidica en plasma fue determinada por el

método de HPLC (por sus siglas en inglés, High
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Perfromance Liquid Chromatography), como fue
previamente descrito #3. De manera resumida, este
método estd basado en la hidrélisis de lipoperoxidos y la
formacion de un aducto entre el acido 2-triobarbitrico
(TBA, por sus siglas en inglés) y el MDA liberado
(thiobarbituric acid—-MDA>). Ya que el acido TBA
reacciona con distintos grupos carbonilos presentes en la
muestra, ademas de con el MDA proveniente de los
lipoperoxidos, se realiza la separacion por HPLC en fase
reversa del aducto TBA-MDA del resto de las sustancias
reaccionantes presentes en las muestras, y se cuantifica
a 532nm (Ultimate 3000 Dionek).

e Reactivos

- Bomba marca Shimadzu, modelo LC-10 AD.

- Autoinyector marca Shimadzu, modelo SIL-10AD vp.
- Detector UV Shimadzu, modelo SPD-10 AV.

- Controlador del equipo marca CBM-10 A.

- Ordenador marca IBM XT, modelo 486 (programa de

integracion Classic10).

- Columna marca Teknokroma (de fase reversa), modelo
Spherisorb C18 (dimensiones 15 x 0.46cm y 5um de

diametro particula).
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3.6.8. Determinacion de los niveles de proteinas

carboniladas por Western blotting
e Objetivo del método

Las especies reactivas de oxigeno han sido implicadas en
el envejecimiento, apoptosis, cancer, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades crénicas inflamatorias,
enfermedades pulmonares, y enfermedades

cardiovasculares*20.444,

Las proteinas son una de las principales dianas de los ROS
y otras especies reactivas. La modificacion oxidativa de las
proteinas cambia las cadenas laterales de la metionina,
histidina y tirosina, y forma enlaces disulfuro de
cisteina*®44¢ lo cual produce alteraciones en su funcién y
las hace mas susceptibles a la degradacion. La
modificacion oxidativa de proteinas puede modular
caracteristicas bioquimicas de éstas, tales como la
actividad enzimatica*¥’, la actividad de unién al DNA de los
factores de transcripcion®#®, y la susceptibilidad a la

degradacion proteolitica®4®.

La oxidacién de proteinas introduce grupos carbonilos
(aldehidos y cetonas) en los residuos de lisina, arginina,
prolina o treonina*®>44’, Estos grupos carbonilo pueden ser
detectados mediante el Western Blotting. Cuando se

derivatizan las muestras con 2,4-dinitrofenilhidrazina
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(DNPH) se marcan los grupos quedando 2,4-
dinitrofenilhidrazone la cual puede ser detectada mediante
anticuerpos especificos.

e Reactivos

Se ha utilizado el kit comercial OxyBlot™ Protein Oxidation

Detection Kit (Ref. s750, Millipore, Germany).
e Procedimiento

La modificacion oxidativa de las proteinas totales se evaluo
mediante la deteccion de inmunotransferencia de grupos
carbonilo de proteinas, utilizando el kit “OxyBlot” de
oxidacion de proteinas (Millipore, Madrid-Espafia) segun

las instrucciones del fabricante.
e Derivatizacion de la muestra

A partir de 12 ug de muestra, tomados de la diluciéon 1/15
gue hicimos previamente para medir proteinas por Lowry,

iniciamos el proceso de derivatizacion:

1. En un eppendorf que ha de contener los 12 ug de
muestra (p.e. 3 uL), le afiadimos una determinada cantidad
de agua Milli-Q hasta completar 5 pL de volumen (para este

ejemplo, afiadimos 2 uL).

2. Se agregan 5 pL de SDS al 12% para desnaturalizar las

proteinas.
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3. Se afiaden 10 pL de solucion DNPH al 1x, y se dejan
incubando los tubos a temperatura ambiente durante 15

minutos.

4. Durante esos 15 minutos de incubacién se prepara, en
un tubo diferente, una solucién que contiene el reactivo de
neutralizacion (7,5 pL por muestra) y Mercaptoetanol (1,4

ML por muestra).

5. Pasado el periodo de incubaciéon, afiadimos a cada
muestra 8,9 pL de la solucién preparada en el paso
anterior. Con lo cual termina el proceso de derivatizacion

de la muestra.
e Condiciones del gel y transferencia

Una vez derivatizadas las muestras, estan preparadas para
cargarlas en el gel de poliacrilamida. La proteina se carga
en geles discontinuos al 12% de acrilamida (29/1
Acrilamida: Bisacrilamida) con SDS al 10%, sobre los que
se aplica un campo eléctrico constante de 100 Voltios
durante casi 2 horas, en un tampoén preparado previamente
(25 mM Tris, 200 mM de glicina, SDS 10%, pH 8,3). Una
vez realizada la electroforesis, el gel es transferido
(Western Blotting) a una membrana de PVDF, mediante
electrotransferencia en condiciones humedas por medio
del sistema Miniprotean Il (Bio-Rad, USA). EIl proceso se

desarrolla durante 90 minutos, a una temperatura de 4°C a
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unaintensidad constante de 240 mAmperios, en un tampon
de transferencia (25Mm Tris, 192 mM de Glicina, Metanol
al 20% v/v).

e Procedimiento

Una vez obtenida la membrana, tras la transferencia, se
deja incubando durante una hora en una solucién de BSA
al 1% en PBS-T, para bloquear sitios inespecificos a los

gue el anticuerpo se pueda unir.

1. Posterior al bloqueo, se incuban las membranas con el
anticuerpo primario. Se debe hacer una dilucion 1:150
del anticuerpo en BSA al 1% de PBS-T, y se dejara
incubando en agitacion durante toda la noche, a una
temperatura de 4°C.

2. Posterior a la incubacion, se realizan 3 lavados con 10
mL de PBS-T, y entre cada lavado se deja la membrana
en agitacion durante 10 minutos.

3. Seguidamente, la membrana se incuba durante 1 hora
en agitacion a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario, proporcionado por el kit, el cual debe
haberse diluido en BSA al 1% de PBS-T, en una dilucion
1:300.

4. Se repiten los lavados igual que en el paso namero 2.
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e Revelado y célculos

La membrana fue incubada 1 min con luminol e
inmediatamente revelada con un detector
guimioluminiscente mediante el programa Image quant
LAS 4000 (GE-Healthcare Bio-Sciences). Las imagenes
obtenidas fueron almacenadas en formato digital tif para
poder realizar la densitometria utilizando el programa

informatico Li-cor Image studio.

Como control de carga, telimos las membranas con rojo
Ponceu. El célculo final se obtiene de la ratio: densitometria
de las proteinas oxidadas/densitometria de la membrana

tefiida en rojo Ponceau.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con el
software SPSS version 21y el programa GraphPad Prism
version 6.01 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). El nivel de
significatividad establecido fue de 0.05, y los resultados
fueron expresados como la media + desviacion estandar
(DS) para variables de distribucion normal, y como la
mediana [rango intercuartii IQR)] para variables no

normales y numero (porcentaje) para variables cualitativas.
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El supuesto de normalidad para determinar la distribucién
de los datos fue estudiado mediante la prueba Shapiro-
Wilk, y la homogeneidad de la varianza fue evaluada con el
estadistico de Levene. Para comparaciones entre tres
grupos, las variables cuantitativas que cumplieron el criterio
de normalidad fueron analizadas usando ANOVA de un
factor, y la prueba post-hoc Tukey’s fue utilizada para
realizar mdltiples comparaciones. Las variables sin
distribucion normal fueron analizadas mediante la prueba
de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn,

para analizar multiples comparaciones.

El efecto de la practica regular de ejercicio fisico y la edad
sobre BDNF, Catepsina B, MDA, y carbonilacion de
proteinas, fue evaluado usando ANOVA de dos vias; la
prueba post-hoc de Bonferroni fue usada para analizar las
diferencias entre las medias de los grupos cuando hubo

interaccion entre ambos factores (ejercicio y edad).

El andlisis inferencial utilizado para comparar dos grupos
fue realizado mediante una prueba t-student de dos colas
para muestras independientes, o una prueba U de Mann-
Whitney, segun fuera el caso. Las variables cualitativas
fueron analizadas usando la prueba de Chi-cuadrado.

Se realizaron correlaciones parciales para controlar el
efecto de variables adicionales. La correlacion de Pearson

fue usada cuando los datos presentaron una distribucion
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normal. De lo contrario usamos la correlacién de

Spearman.
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4. Resultados y discusién

4.1. EXPRESION DE GENES EN SANGRE TOTAL

4.1.1. Expresiéon de genes y factores de transcripcion
relacionados con la funcién cognitiva, la plasticidad y

el trofismo neuronal

La expresion de genes y factores de transcripcion
relacionados con la funcion cognitiva, la plasticidad y el
trofismo neuronal, se muestran en la figura 4.1. El andlisis
estadistico no mostré diferencias entre los grupos de
mediana edad en la expresion de ninguno de los genes
medidos. Los niveles de expresion del ARNm de BDNF vy
VEGFA fueron mayores en YSG respecto a MTG, y en
CREBLI las diferencias las encontramos entre el grupo YSG
respecto a MSG. Adicionalmente, no hubo diferencias entre
los grupos para los genes Cathepsin B y NTRK2 (receptor
de alta afinidad de BDNF).
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Figura 4.1. Expresion de genes relacionados con la funcion
cognitiva, la plasticidad y el trofismo neuronal en sangre
periférica de sujetos jévenes y de mediana edad.

Niveles de expresion de ARNm de (A) BDNF, (B) NTRK2, (C)
CATEPSINA B, (D) CREB1, (E) VEGFA. La significacién estadistica
fue evaluada usando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Los
datos se representaron como la mediana + DE. *p <0.05.

En la presente tesis nos planteamos el estudio de la
expresion de este grupo de genes porque se han descrito
previamente sus modificaciones con el entrenamiento

fisico, asi como sus cambios con la edad.

Respecto a CREB1, se sabe que es activado con el
ejercicio de resistencia aerobica, lo cual permite inducir la

transcripcion de genes protectores*4® como las sirtuinas y
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el BDNF. BDNF, por su parte, puede ser sintetizado en el
cerebro, el masculo esquelético y otros compartimentos
periféricos, y se ha sugerido que sirve como mediador
clave en el aumento del volumen del hipocampo y la mejora

cognitiva relacionada con el ejercicio fisico a largo plazo™.

En relacion a la cisteina proteasa CSTB y, aunque su papel
es poco conocido, se ha descrito que su liberacion desde
el muasculo esquelético después del ejercicio podria
generar beneficios cognitivos a través de varias vias,

incluida la induccion de BDNF y la neurogénesis?*4.

El ejercicio fisico también influye positivamente en la
liberacion de VEGF, probablemente debido al estimulo
hemodinamico que aumenta el estrés y la tension sobre las
paredes de los vasos sanguineos**®. Tanto el ejercicio de
tipo agudo como el croénico pueden estimular su
liberacion?®!, principalmente a partir de las células
endoteliales de los capilares musculares, desde donde
actGian sinérgicamente con otros factores tréficos#>2. Entre
las diversas funciones de VEGF, la proliferacion de las
células endoteliales y la angiogénesis son algunas de las

mas destacadas?3.

VEGF también ha sido involucrado en la neurogénesis
hipocampal. Esto fue propuesto por Fabel y colaboradores
(2003)#%* quienes utilizaron el entrenamiento voluntario en

ratones para estudiar los efectos de VEGF sobre la
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neurogénisis inducida por ejercicio fisico. Los
investigadores usaron un adenovirus para bloquear la
accion de VEGF a nivel periférico, lo cual disminuyé la
neurogénesis hipocampal. Esto podria ser posible ya que
se sabe que VEGF puede cruzar la barrera
hematoencefélica y unirse a su receptor en el hipocampo,
desde donde puede activar ERK (del inglés Extracellular
signal regulated kinase) y a Akt (del inglés Protein Kinase
B) para estimular la proliferacion de neuronas vy
astrocitos*®. Los efectos de VEGF sobre la neurogénesis
parece también guardar relacion con su interaccién con
IGF-1 y BDNF*%3,

El andlisis de la expresion génica se realizd a partir de
muestras recogidas al menos 24 horas después de la
ultima sesion de entrenamiento fisico, en el caso de MTG,
con el fin de determinar el efecto cronico del ejercicio fisico.
Sin embargo, dados los resultados, es posible pensar que
la transcripcion de algunos factores tréficos sensibles al
ejercicio pueda disminuir durante el periodo de

recuperacion.

La inesperada disminucion en los niveles de ARNm de
VEGFA en MTG, asi como las discrepancias entre los
niveles de ARNm y el contenido de proteina en factores
como BDNF y CTSB, que veremos mas adelante en las

figuras 4.10 y 4.11, respectivamente, podria estar
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relacionado con diferencias en la eficiencia
transcripcional*®®, debido a un menor impacto del EF sobre
la estimulacion en la produccion de estos factores, a nivel
periférico. Sin embargo, la expresiéon de VEGFAy CTSB se
correlacioné positivamente con los resultados en las
pruebas de memoria declarativa (FCSRT) en el MTG,
aunque no para BDNF, NTRK2 o CREB1.

De igual forma, es posible que la expresion del ARNm de
estos factores troficos fuera inicialmente regulada al alza 'y
posteriormente a la baja, por accion de algun factor que
pudiera actuar sobre el ARNmM para bloquear su

transcripcion, o conducir a su degradacion.

Estos hallazgos también podrian representar un
mecanismo de adaptacion al entrenamiento fisico, en el
cual las células son estresadas por estimulos constantes,
lo que provoca altos niveles de transcripcion de BDNF,
CTSB, VEGF y CREBL1 para la traduccion inmediata. Sin
embargo, la eventual acumulacion de la proteina podria
regular la traduccion a través de un feedback negativo, si

esta no es utilizada para una respuesta inmediata®°®.

4.1.2. Expresion génica de sirtuinas

Las sirtuinas juegan un papel importante a nivel funcional

y estructural durante el ejercicio, participando en vias
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relacionadas con la mitocondriogénesis, el consumo de
oxigeno y el estado redox celular**74%8, De igual forma,
algunas de ellas son dianas potenciales por su relacién con
el combatir el envejecimiento cerebral y la

neurodegeneracion'l,

La expresion de genes de la familia de las sirtuinas se
muestra en la figura 4.2. EI MSG mostr6 una menor
expresion de SIRT1 y SIRT3 que el YSG. Por su parte, el
MTG mantuvo la expresion de SIRT1 y SIRT3 al mismo
nivel que el YSG. La diferencia entre los grupos de
mediana edad fue estadisticamente significativa para
SIRT3, con una tendencia a la significacion en SIRT1
(P=0.064). Nuestros resultados no muestran cambios en la
expresion de los genes SIRT2 y SIRT6 en ningun grupo

experimental.
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Figura 4.2. Expresién de sirtuinas en sangre periférica de sujetos
jovenes y de mediana edad.

Niveles de expresién de ARNm de (A) SIRT 1, (B) SIRT 2, (C) SIRT 3,
(D) SIRT 6. La significacién estadistica fue evaluada usando la prueba
no paramétrica de Kruskal Wallis. Los datos se representaron como la
mediana + DE. *p <0.05; ***p <0.001.

Estos hallazgos en sujetos sanos de mediana edad pueden
respaldar la relevancia de SIRT1 y SIRT3 como
biomarcadores de resistencia contra el deterioro cognitivo
y/o la fragilidad relacionada con la edad. Las correlaciones
de la expresion de estos genes con diversos parametros de
actividad fisica y parametros neuropsicologicos fueron
generalmente positivas en el grupo de jugadores y

negativas en los sujetos control.

En un estudio transversal realizado en 200 sujetos entre 60
y 80 afios, Kumar y colaboradores**® encontraron que

bajos niveles séricos de SIRT1 y SIRT3 estaban asociados
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con la fragilidad. De igual forma, han sido encontrados
bajos niveles sanguineos de SIRT1 en ancianos con
deterioro cognitivo y pacientes con Alzheimer46°,

En cerebros de enfermos de Alzheimer, se ha visto una
disminuciéon tanto en la proteina como en el ARNm de
SIRT1%! y SIRT3%62. Ademas, las disminuciones en SIRT3
se han asociado con la pérdida de audicion relacionada con
la edad*®® y el dafio cardiaco exacerbado por la edad*®“.

El grupo de jugadores de rugby (MTG) mantuvo la
expresion SIRT1 y SIRT3 al nivel de los sujetos jovenes
(YSG), lo cual puede indicar que el aumento significativo
en los niveles de actividad fisica de éstos, en comparacion
con los sedentarios de mediana edad (MSG), seria la
causa del “rejuvenecimiento” de su expresion génica en las
células sanguineas. En linea con nuestros resultados,
recientemente Koltai y su grupo de investigacion (2018)%%7
encontraron niveles mas altos de ARNm y proteina de
SIRT1 y SIRT3 en muasculo esquelético de atletas
veteranos de ~65 afios, cuando se compararon con

controles de la misma edad.

Varios estudios han demostrado que el ejercicio crénico
aumenta los niveles de proteina de SIRT146° y SIRT3%¢ en
el hipocampo de ratones transgénicos con Alzheimer,
hasta equipararlos con los Wild Type (WT), ademas de

restaurar el aprendizaje y la memoria. Las limitaciones de
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acceso a esto tipo de muestra no nos permite realizar este
estudio en humanos. Sin embargo, es posible que los
niveles de sirtuinas tanto en el grupo de jugadores de
rugby, analizados en la presente tesis, como en el grupo de
atletas veteranos evaluados en el estudio de Koltai 1,

también fueran mas altos a nivel cerebral.

Los mecanismos moleculares subyacentes a las funciones
neuroprotectoras de SIRT1 han sido estudiados en
modelos animales. Esta sirtuina de localizacion nuclear
detecta la sefalizacion de nutrientes o estrés y responde
activando vias de plasticidad sinaptica y cogniciont’1174,
Recientemente, el grupo de investigacion de la Dra.
Sanfeliu'’® encontré que la sobreexpresion de SIRT1 en el
hipocampo de ratones transgénicos, para la enfermedad de
Alzheimer, y ratones WT, indujo la expresion de factores
neurotroéficos, mejoro la proteostasis y contribuyd a mejorar
la funcion cognitiva en estos animales. Esta mejora de los
mecanismos neuroprotectores, indican el potencial de
SIRT1 sobre la resiliencia cerebral. Es decir, la capacidad
de esta sirtuina de generar adaptaciones que permitan
mantener, en términos normales, las distintas vias de
sefalizacion de las cuales subyace la funcién cognitiva, en

medio de una patologia como la enfermedad de Alzheimer.

En concordancia con estos datos, nuestros resultados

muestran que la expresiéon de SIRTL1, en sangre total, se
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correlaciond positivamente con parametros de memoria y

funciones ejecutivas en el MTG, pero no en el MSG.

Respecto a SIRT3, se sabe que controla muchos aspectos
funcionales de las mitocondrias y por lo tanto tiene un papel
importante en el envejecimiento saludable®®’. SIRT3 esta
involucrado en el metabolismo celular y la reparacién del
ADN en una variedad de tejidos, y también activa genes
antioxidantes como SOD2 y CAT4#%  Sus mecanismos
neuroprotectores han sido menos estudiados que los de
SIRT1. Sin embargo, SIRT3 ha demostrado servir como
mediador en la respuesta adaptativa de las neuronas al
estrés metabdlico y oxidativo'®346%, Por lo tanto, de manera
similar a SIRT1, la activacion de SIRT3 aumentaria la
resiliencia contra la neurodegeneracion. Existe una
estrecha relacion entre SIRT1 y SIRT3. SIRT3 es un
sustrato para la deacetilaciéon de SIRT1 y, por lo tanto, su
nivel de activacion puede ser directamente modulado por
SIRT147°, Ademas, tanto SIRT1 como SIRT3 deacetilan
algunos sustratos homodlogos presentes en sus
correspondientes compartimentos celulares, nucleo y
mitocondrias?*’, y pueden actuar de manera cooperativa en
respuesta a factores inductores?’? o en condiciones

patoldgicas*/0473,
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4.1.3. Expresién de genes antioxidantes

Hay evidencias que indican que la practica regular de
ejercicio fisico en personas de mediana edad mejora las
defensas antioxidantes, cuando se comparan con controles

sedentarios*’4.

Para evaluar el efecto del entrenamiento fisico a largo
plazo sobre el estado redox, analizamos la expresion del
ARNmM de distintas enzimas antioxidantes en sangre total.
Lafigura 4.3 muestra una menor expresion del ARNm para
CAT, SOD1, GPX4 y NFE2L2 en el grupo sedentario de
mediana edad cuando se compard6 con el grupo joven. Por
su parte, el grupo de jugadores de rugby mantuvo la
expresion de CAT y SOD1 al mismo nivel que el grupo
joven, pero la expresion de GPX4 y NFE2L2 fueron
menores. La diferencia entre los grupos de mediana edad
fue estadisticamente significativa solo para CAT y SOD1,
mostrando valores mas elevados el grupo entrenado. Sin
embargo, no hubo cambios en la expresion de los genes

SOD2 y GPX1 en ningun grupo experimental.
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Figura 4.3. Expresion de genes relacionados con la defensa
antioxidante enddégena en sangre periférica de sujetos jovenes y
de mediana edad.

Niveles de expresion de ARNm de (A) Catalasa, (B) Superdxiodo
Dismutasa 1, (C) Superédxiodo Dismutasa 2, (D) Glutation Peroxidasa
1, (E) Glutatién Peroxidasa 4, (F) Factor nuclear relacionado al factor
eritroide 2. La significacién estadistica fue evaluada usando la prueba
no paramétrica de Kruskal Wallis. Los datos se representaron como la
mediana + DE. *p <0.05; ** p <0.01; ***p <0.001.

Si bien ha sido establecido que series cortas de ejercicio
de alta intensidad pueden generar dafio oxidativo*’®, la
practica de ejercicio fisico regular mejora la capacidad
celular para eliminar la acumulacién excesiva de radicales
libres y especies reactivas mediante el aumento de la

defensa antioxidante endégena®#+7®,
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La mayoria de los estudios en fisiologia del ejercicio han
evidenciado la importancia de la intensidad como un
parametro clave en la generacion de ERO en el muasculo

esquelético durante el ejercicio*’”.

El rugby es un deporte que involucra frecuentes episodios
de ejercicio de alta intensidad separados por otros de baja
intensidad. Las demandas fisiolégicas en este deporte
requieren que los jugadores desarrollen velocidad, fuerza
muscular y una gran potencia aerébica*’, por lo que su
practica continua implica la estimulacién y el desarrollo de

los distintos sistemas de energia.

Parte del dafo oxidativo a nivel celular producido por la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
puede ser neutralizado mediante las defensas
antioxidantes enddgenas que incluyen las enzimas

determinadas en la presente tesis.

En deportes con altas demandas energéticas, varias
investigaciones resaltan la influencia del ejercicio fisico
sobre las defensas antioxidantes enddgenas. Teixeira y
colaboradores (2009)*7® demostraron que la actividad de
SOD, en sangre total, fue mayor en kayakistas y
piraguistas, respecto a controles sedentarios, aunque no
hubo diferencias en la actividad de enzimas como GPX 'y
GR. Otras investigaciones en deportes de equipo como el

baloncesto y el rugby encontraron mayor actividad de SOD
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y GPX en los eritrocitos de los deportistas, comparada con
la de sujetos sedentarios®®%481, De igual forma, se ha
demostrado un aumenta de la capacidad antioxidante total
en el plasma de jugadores de futbol adolescentes,

comparados con sus respectivos controles*’’.

Mas recientemente, Bouzid y colaboradores (2018)
encontraron que la practica regular de ejercicio fisico en
personas de mediana edad aumento la actividad de SOD y
GPX, en sangre total, respecto a personas sedentarias de

la misma edad*’4.

En la presente tesis, nuestros analisis mostraron que los
genes antioxidantes CAT y SOD1 tuvieron una
sorprendente similitud con los encontrados en el apartado
anterior en SIRT1 y SIRT3 en su respuesta al
entrenamiento fisico. Los jugadores de rugby mostraron un
nivel “rejuvenecido” de expresion de CAT y SOD1, mientras
gue los sedentarios de mediana edad una disminucion
significativa de ellos. Estas dos enzimas antioxidantes
pueden ser activadas por SIRT1. En roedores, se ha
demostrado que el entrenamiento fisico sirve como un
potente inductor de la actividad enzimética de CAT y SOD

a nivel cerebral?8?,

La catalasa es un antioxidante de primera linea que
descompone el peréxido de hidrégeno, y que a la vez

puede tener un papel en el envejecimiento como se ha visto
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en ratones que sobre-expresaron esta enzima en el
higado*®3. En la presente tesis hemos encontrado una
disminuciéon de su expresion génica en sangre total con la
edad, que revierte con el entrenamiento fisico. Este
aumento de la expresion de CAT con el ejercicio podria
estar relacionado con la neuroproteccion, dado que
encontramos que la expresion de CAT se correlacioné
positivamente con la memoria visual en el grupo de

jugadores de rugby.

Por su parte, la enzima citosdlica SOD1 es la principal
responsable de la descomposicion del radical superoxido.
Su disminucion a nivel cerebral en ratones transgénicos
para la enfermedad de Alzheimer, fue restablecida luego

de realizar ejercicio fisico de tipo voluntario!3,

Es posible que la mayor expresion de estas enzimas
antioxidantes conlleve a un aumento en los niveles de la
proteina, que a su vez pueda repercutir en una proteccion
aumentada frente al dafio oxidativo en MTG respecto a

MSG, lo cual analizaremos mas adelante.

Los genes SOD2 y GPX1, que codifican las enzimas
antioxidantes SOD2 y GPX1, no mostraron diferencias en
los niveles de expresion con la edad o la actividad fisica en
sangre total. Mientras que SOD2 descompone el anién
superoéxido en la mitocondria, GPX1 es la isoenzima GPX

mas abundante y reduce principalmente los hidroperéxidos
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en el citoplasma. La GPX aumenta por ejercicio agudo y
cronico en animales jovenes, pero su inducibilidad puede
perderse con el envejecimiento*4485 Junto con esto, ha
sido visto que tanto GPX1 como SOD2 han mostrado
niveles de actividad cerebral alterados en modelos
animales para la enfermedad de Alzheimer, con estrés

oxidativo elevado!1s,

Por lo tanto, la falta de cambios en estos genes
antioxidantes ampliamente expresados también apoyaria
la ausencia de procesos oxidativos de neurodegeneracion
u otras enfermedades cronicas en nuestros grupos de
mediana edad. Sin embargo, encontramos una
disminucién en la expresion del gen GPX4, que codifica la
isoenzima GPX4, en los dos grupos de mediana edad,
cuando se compararon con el grupo sedentario joven. Hay
evidencia que indica que los niveles enzimaticos de esta
isoforma son mucho mas bajos que los de GPX1, aunque
muestra una gran afinidad por los peréxidos lipidicos y
recientemente se ha sugerido que es neuroprotectora“e®,
Por esta razon consideramos que se necesitan mas
estudios para comprender la relevancia de los cambios en
la expresion de GPX4 en el envejecimiento en diversos

tejidos.

Al analizar la expresion de NFE2L2 también encontramos

gue ésta fue menor en ambos grupos de mediana edad
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respecto al grupo sedentario joven, lo cual indica que la
expresion del gen se relaciona con la edad. Esta respuesta
era esperable, si tenemos en consideracion que varios de
los genes de enzimas antioxidantes medidos como CAT,
SOD, y GPX, que son regulados por Nrf2, tuvieron mayor
nivel de expresion en YSG respecto a MSG y MTG, como

lo analizamos en el apartado anterior.

De igual forma, el comportamiento de NFE2L2 es parecido
al que previamente analizamos de SIRT1, y va en linea con
varios estudios que indican que la induccion de la
respuesta antioxidante por Nrf2 es mediada previamente

por accion de esta sirtuina*®7:488,

4.1.4 Expresion de genes relacionados con la

inflamacion, y concentracion de IL1

Un estilo de vida sedentario puede impactar negativamente
sobre la inflamacion sistémica crénica de bajo grado?8%490,
Durante el envejecimiento, este estado inflamatorio
aumenta el riesgo de padecer enfermedades relacionadas
con la edad y la pérdida de memoria®®*4°2, Sin embargo, la
practica de ejercicio fisico puede regular a la baja varias
vias pro-inflamatorias en sujetos jovenes, de mediana edad

Yy personas mayore5127,493,494_
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La expresion de genes pro y anti-inflamatorios, junto con el
contenido de proteina de IL13, se muestran en la figura
4.4. Los analisis estadisticos no mostraron diferencias
entre los grupos tanto para IL6 como para IL10. Sin
embargo, la expresion de IL13 fue mayor en MSG y YSG

comparada con el grupo de mediana edad entrenado.
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Figura 4.4. Expresién de genes relacionados con la inflamacién
en sangre periférica, y concentraciéon de IL18 en plasma de
sujetos jévenes y de mediana edad.

Niveles de expresién de ARNm de (A) IL 6, (B) IL10, (C) IL 1B. La
significacién estadistica fue evaluada usando la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis. Los datos se representaron como la mediana + DE.
*p<0.05.

La citoquina IL1B es un mediador importante de la
respuesta inflamatoria. Su nivel disminuido en los
jugadores de rugby de mediana edad, en comparacién con

los controles jévenes, confirma el efecto anti-inflamatorio
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comentado previamente de la actividad fisica a edades
mas avanzadas*®®. Aungue no se encontraron diferencias
significativas entre MSG y YSG en la expresion génica, los
niveles de proteina de IL13 en plasma mostraron una
tendencia a aumentar en los controles de mediana edad en
comparacioén con el control joven. Por lo tanto, los cambios
de la inflamacién relacionada con la edad probablemente
aun no sean claramente detectables en la mediana edad.
En la presente tesis no encontramos diferencias en los
niveles de expresion génica de IL6 e IL10 entre los grupos.
La expresion génica de marcadores pro-inflamatorios o
anti-inflamatorios puede ser menor en la sangre que en
otros compartimentos*®®. Sin embargo, es interesante
observar que el nivel de expresion de la citoquina pro-
inflamatoria IL-6 se correlaciond negativamente con la
memoria y los parametros de procesamiento visual en los
jugadores de rugby, y el nivel de expresion de la citoquina
anti-inflamatoria IL10 se correlaciono positivamente con las
puntuaciones de memoria, atencion y funcién ejecutiva en

controles.

Si bien correlacién no necesariamente implica causalidad,
es importante acentuar que varias lineas de evidencia
sugieren que las citoquinas pro-inflamatorias tienen
influencia en el desarrollo y la funcion neural. Por ejemplo,

estudios como los del grupo de Marsland (2006)47,
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Lekander (2011)*® y Singh (1997)*° demuestran que
niveles periféricos elevados de IL6 estan asociados con
declive cognitivo en sujetos sanos de mediana edad y

personas con Alzheimer.

De igual forma, la relacion entre IL6 y la funcion cognitiva
también ha sido descrita en animales. Usando un modelo
de raton KO para IL6, Braida y colaboradores (2004)°%
encontraron que la memoria y el aprendizaje estaban méas
“activados” que en ratones WT. Aunque los mecanismos
por los cuales las citoquinas inflamatorias actian sobre la
capacidad cognitiva no son claros, es probable que la
interferencia en el desarrollo y el funcionamiento neural

debido a su desregulacion, sean parte de la respuesta.

4.2. CARACTERIZACION NEUROPSICOLOGICA

Los grupos de mediana edad demostraron desempefios
normales en las pruebas de memoria, atencion, velocidad
psicomotora, funciones ejecutivas, procesamiento visual e
inteligencia premorbida. Los resultados de las pruebas
neurosicolégicas y la bateria de test computarizada
CANTAB, se muestran en las tablas 4.1 y 4.2

respectivamente.
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Tabla 4.1. Pruebas neuropsicol6gicas

MSG MTG

Memoria declarativa

FCSRT, recuerdo inmediato libre 18.20 £ 5.08 21.79 £ 5.91*

FCSRT, recuerdo inmediato facilitado 27.28 £+ 5.14 31.13 £ 5.19*

FCSRT, recuerdo demorado libre 8.32+2.25 933278

_I?'CSRT, recuerdo demorado 12.12 + 2.47 13.17 £ 2.30
facilitado

Atencion y velocidad psicomotora

TMT, Parte A 27.24+7.55 25.79 £6.09
SDMT 4844 + 877 51.67 + 8.69
WAIS IV, Digitos directos 9.24 + 1.86 10.00 + 2.40

Funciones ejecutivas

TMT, Parte B 67.96 + 19.06 58.42 + 17.99
WAIS IV, Digitos inversos 6.36 + 2.66 6.67 + 2.41

Fluidez verbal semantica 20.80+4.70 2142+ 5.16
Fluidez verbal fonética 43.76 + 12.85 46.29 = 11.29
Stroop test 51.80+7.08 52.83+5.72

Nivel de inteligencia premoérbido

WAIS IV, (Vocabulario) 14.08 + 1.80 13.63 +£2.12

Los datos son presentados como la media + DE; *P<0.05 comparado
con MSG. Abreviaturas: FCSRT, prueba de recuerdo selectivo libre y
facilitado; TMT, Prueba del trazo; SDMT, Prueba de simbolos y digitos;
WAIS 1V, Escala Wechsler de inteligencia para adultos, cuarta edicion;
MSG, Middle-aged Sedentary Group; MTG, Middle-aged Trained

Group.
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Tabla 4.2. Bateria de pruebas neuropsicoldgicas
automatizada de Cambridge (CANTAB)

MSG MTG

Memoria de trabajo espacial (SWM)

Latencia a la primera respuesta 2229.00 £ 1245.00  2215.00 + 1273.00
Estrategia 41.04 £6.28 42.0047.22
Errores dobles 0.0810.28 0.04£0.21

Aprendizaje asociado emparejado (PAL)

Primer puntaje de memoria de prueba  11.56£3.70 12.65 1 3.13
Intentos hasta el éxito 2.34£1.03 2.2610.92
Etapas completadas 3.68 £0.56 3.78+0.42

Procesamiento rapido de informacion visual (RVP)

Fallos totales 3744 +7.95 37.30+8.99
Latencia 449.20 + 82.59 447260 £ 62.15
Rechazos correctos 506.50 £20.14 507.70 £ 18.96

Los datos son presentados como la media + DE. No se encontraron
diferencias entre los grupos. Abreviaturas: SWM, Memoria espacial de
trabajo; PAL, Aprendizaje asociado emparejado; RVP, Procesamiento
rapido de informacién visual; MSG, Middle-aged Sedentary Group;
MTG, Middle-aged Trained Group.
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4.3. CORRELACIONES ESTADISTICAS

En el siguiente aparatado presentaremos las correlaciones
estadisticas entre los genes estudiados y distintos
parametros relacionados con la salud, la practica de
actividad fisica y las pruebas cognitivas medidas en los
participantes. Los datos obtenidos se usaron para elaborar
los heat maps de las figuras 4.5, 4.6 y 4.7, que se explican

a continuacion.
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Figura 4.5. Heat map de las correlaciones significativas entre los
genes estudiados y distintos pardmetros relacionados con la
salud y la practica de actividad fisica, en MSG, MTG y YSG.

La potencia de las correlaciones significativas (P <0.05) se definio
como débil (/ R/ <0.40), moderada (0.40 </ R/ <0.60) o fuerte (/ R/ 2
0.60), como se muestra en el cédigo de color.
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Nuestros resultados muestran que, para algunos
parametros relacionados con la actividad fisica, como el
total realizado semanalmente y durante el tiempo libre de
forma moderada, medidos por IPAQ y el STEPS
respectivamente, SIRT1 SIRT2 y SIRT3 correlacionaron
negativamente en MSG y SIRT2 en YSG. De igual forma
SIRT2 y SIRT3 correlacionaron positivamente con la
actividad fisica realizada en el trabajo y durante
desplazamientos en MTG

Por otra parte, tanto en MSG como en YSG, los niveles de
IL10 correlacionaron positivamente con algunos sintomas

de depresion medidos por la prueba de Hamilton-D.

Respecto a genes relacionados con la inflamacién, 1L6
correlaciondé negativamente con las porciones de fruta
tomadas en la dieta en YSG. IL1B también correlaciono
negativamente con las porciones de frutas tomadas en la
dieta en MSG, pero positivamente con el consumo de

tabaco.

Por otra parte, varios de los genes antioxidantes
estudiados (CAT, GPX1, GPX4 y NFE2L2) correlacionaron
negativamente con parametros de actividad fisica en MSG,
como la cantidad de actividad fisica realizada en el trabajo
y durante desplazamientos. Sin embargo, lo hicieron de

manera positiva, SOD2 y la cantidad de actividad fisica
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intensa realizada en el tiempo libre en MTG, y SOD1 con la

actividad fisica realizada en casa, en YSG.

Por su parte, BDNF correlacioné positivamente con la
cantidad de actividad fisica realizada en labores
domésticas y durante el tiempo libre medidas en los
cuestionarios IPAQ y STEPS en YSG.

Otras correlaciones con la actividad fisica incluyeron una
relacion inversa con Catepsina B en MTG, y positiva en
VEGFA para MSG. En YSG, la expresion de VEGFA
mostré correlaciones ambiguas con la actividad fisica.
CREBL1 correlacion6 negativamente con varios parametros
de la actividad fisica en MTG y YSG.

Ademas, los niveles de expresion de SIRT1 y SIRT3 se
correlacionaron positivamente con el nivel de educacién de
MTG.

Las correlaciones significativas entre la expresion de los
genes estudiados y las pruebas neuropsicologicas para los
dos grupos de mediana edad (MSG y MTG) se recogen en
la figura 4.6.
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Figura 4.6. Heat map de las correlaciones significativas entre los
genes estudiados y los resultados de las pruebas cognitivas en
MSGy MTG.

El signo del coeficiente de correlacién se invierte cuando el mejor
resultado neuropsicolégico se mide por el valor mas bajo del
pardmetro, como se indica (neg). La potencia de las correlaciones
significativas (P <0.05) se defini6 como débil (/ R / <0.40), moderada
(0.40 =/ R/<0.60) o fuerte (/ R/ = 0.60), como se muestra en el cédigo
de color.
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El andlisis estadistico mostré correlaciones positivas en
MTG entre SIRT1 y ambas sub-pruebas “facilitadas” del
FCSRT vy la sub-prueba de digitos invertidos del WAIS-IV
test. Otra asociacion positiva destacable, fue la encontrada
entre SIRT2 y las pruebas de recuerdo demorado libre y
facilitado del FCSRT. Sin embargo, MSG mostré
correlaciones negativas para estos dos genes, Yy
correlaciones positivas entre SIRT6 y dos sub-pruebas de
la bateria CANTAB.

En cuanto a los parametros inflamatorios, la expresion de
IL6 correlaciond negativamente con algunas sub-pruebas
del FCSRT vy la bateria CANTAB en MTG, mientras IL10
presentd correlaciones positivas en las dos sub-pruebas
“facilitadas” del FCSRT en MSG.

El analisis entre la expresion de los genes antioxidantes y
los parametros neuropsicolégicos medidos, mostro
correlaciones positivas para ambos grupos de mediana
edad, como las encontradas entre CAT y algunas pruebas
de la bateria CANTAB en MTG; y SOD2 y GPX1 con la
prueba de fluidez verbal (SDMT) en el grupo MSG, asi
como SOD1 con algunas sub-pruebas de la bateria

CANTAB y la prueba de digitos y simbolos.

Al analizar la interaccion de BDNF con otras variables,
encontramos que se correlacion6 negativamente con los

resultados de algunas pruebas neuropsicolégicas en los
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dos grupos de mediana edad, mientras que CTSB y
VEGFA se correlacionaron positivamente con los
resultados de la mayoria de las pruebas de FCSRT, en
MTG.

Por otra parte, las correlaciones significativas entre las
pruebas neuropsicolédgicas y la edad, el nivel de educacion,
salud y caracteristicas del estilo de vida para los grupos de
mediana edad (MSG y MTG), se muestran en lafigura 4.7.
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Figura 4.7. Heat map de las correlaciones significativas entre los
parametros neuropsicologicos evaluados en los grupos de
mediana edad (MSG y MTG) y aspectos demogréficos, de dieta
saludable y actividad fisica obtenidos mediante cuestionarios
estandarizados.

El signo del coeficiente de correlacién se invierte cuando el mejor
resultado neuropsicolégico se mide por el valor mas bajo del
pardmetro, como se indica (neg). La potencia de las correlaciones
significativas (P <0.05) se definié como débil (/ R / <0.40), moderada
(0.40 </R/<0.60) o fuerte (/ R/ = 0.60), como lo muestra en el cédigo
de color.
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El analisis estadistico mostr6 que en MTG, los METS-h de
rugby anuales, medidos por el MLTPAQ, correlacionaron
positivamente con las pruebas de recuerdo inmediato libre
y facilitado del FCSRT. Asi mismo, los METS-h anuales de
la actividad de ocio también correlacionaron positivamente

con la prueba de recuerdo demorado libre.

En MSG, varios pardmetros de ocio y actividad doméstica
medidas por el STEPS y el IPAQ, correlacionaron
positivamente con la mayoria de las pruebas del FCSRT.
Sin embargo, no todos los resultados de las correlaciones
entre los parametros de actividad fisica medidos y las
demas pruebas neuropsicolégicas, siguieron la misma

tendencia.

Por ejemplo, el analisis en MSG mostré una correlacion
positiva entre la actividad fisica intensa en el tiempo libre,
medida por el STEPS, y el desempefio en la prueba de
atencion visual TMT-A y TMT-B, mientras que la cantidad
de actividad fisica doméstica medida con el IPAQ
correlaciond positivamente con la sub-prueba de digitos
directos del WAIS-1V, que evallua la atencion y la memoria
de trabajo. En el grupo MTG, esta misma sub-prueba
correlaciond positivamente con la cantidad de actividad
fisica en el trabajo, medida con el cuestionario STEPS. Por

altimo, la sub-prueba de vocabulario del WAIS-IV
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correlacioné positivamente con la cantidad de actividad

fisica doméstica realizada, medida por el IPAQ.

En cuanto a las conmociones cerebrales, éstas
correlacionaron negativamente con el desempefio en las
pruebas SDMT y TMT-A en el grupo sedentario, y con TMT-
Ay B en los jugadores de rugby. Asi mismo, el nimero de
conmociones cerebrales se correlaciond negativamente

con el resultado en la prueba RVP para ambos grupos.

Por otra parte, los andlisis revelaron que la presencia de un
alelo APOE ¢4 solo se correlaciona con una fluidez
semantica mas baja y una latencia en el RPV mas alta en

el grupo de jugadores de rugby.

Al analizar la relacion entre las pruebas de la bateria
CANTAB con los diferentes parametros de actividad fisica
en MTG, encontramos que los resultados en la prueba de
memoria de trabajo espacial (SWM), que mide la capacidad
de estrategia de los sujetos, se asocio positivamente tanto
con la cantidad de actividad fisica realizada en el trabajo,
medida por el IPAQ, como con la realizada mediante

caminata y uso de la bicicleta, reportada en el STEPS.

Por otra parte, los resultados de la latencia media en la sub-
prueba de procesamiento rapido de la informacién visual
(RVP), se correlacionaron negativamente con los METS-h

de rugby anuales medidos por el MLTPAQ, en MTG, y con
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la actividad fisica intensa en el tiempo libre reportada por el
STEPS en MSG. Otras correlaciones negativas fueron
encontradas entre la sub-prueba PRV y distintos
parametros relacionados con la actividad fisica, medidos
por el IPAQ vy el STEPS.

En cuanto a los registros de salud en los sujetos de
mediana edad, MTG tuvo un mayor numero de
conmociones cerebrales que MSG. Estos resultados
correlacionaron negativamente con las pruebas RVP, TMT-
Ay B para los primeros, y con las pruebas RVP, TMT-A 'y
SDMT para los sedentarios.

En MTG, la presencia de un alelo APOE €4 solo se
correlacioné con una fluidez semantica mas baja y con una
latencia en la velocidad de procesamiento visual (RVP)

mas alta en el grupo de jugadores.

En cuanto al analisis correlacional entre las variables
psicologicas y las pruebas neuropsicolégicas, encontramos
una asociacién negativa entre mayores puntuaciones de
depresion en la escala Hamilton-D y tres de las cuatro sub-
pruebas del FCSRT, en MSG.

En este mismo grupo, respecto al indice de calidad del
suefio, encontramos que malos habitos de suefio
correlacionaron positivamente con la sub-prueba de
errores SWM de la bateria CANTAB.
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Como esperabamos, un mayor numero de afos de estudio
y/o nivel de educacion, mostraron correlaciones positivas
con mejores puntuaciones en los resultados de algunas
pruebas neuropsicolégicas como la sub-prueba de
recuerdo demorado facilitado del FCSRT, la sub-prueba de
Vocabulario del WAIS-IV y la prueba de velocidad y
atencion psicomotora (SDMT), para el MTG.

Por ultimo, la edad dentro del grupo se correlaciond
negativamente con el rendimiento neuropsicologico en una
serie de parametros en MSG, pero mostré un efecto menor
en el grupo MTG, lo cual reafirma que la practica de
ejercicio fisico a lo largo de la vida ayuda a proteger contra

el deterioro cognitivo relacionado con la edad.

4.4. EL ENTRENAMIENTO FISICO A LARGO PLAZO SE
ASOCIA CON MEJOR FUNCION DE LA MEMORIA EN
JUGADORES DE RUGBY DE MEDIANA EDAD

El FCSRT es particularmente sensible a estados
patolégicos, especialmente en estadios tempranos de la
enfermedad de Alzheimer®°, El deterioro del recuerdo libre
en el FCSRT predice el desarrollo de demencia hasta 5
afios antes del diagndstico®®?. Nuestra muestra de
jugadores de rugby de mediana edad y sus respectivos

controles, estaba compuesta por personas cognitivamente
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normales. Sin embargo, el analisis estadistico mostré

diferencias entre los grupos.

Como se muestra en la figura 4.8, el MTG obtuvo un
desempeiio significativamente mayor que el MSG tanto en
la prueba de recuerdo inmediato libre
(te7y=2.283, p=0.0270) (figura4.8A) como en la de
recuerdo inmediato facilitado (ts7)=2.605, p=0.0123)
(figura 4.8). También encontramos una correlacion
positiva entre el niamero de horas de ejercicio fisico
semanal y los resultados en el test de recuerdo inmediato
libre (rse=0.33, P=0.022) (figura4.8C) y recuerdo
inmediato facilitado (rse =0.39, P=0.0058) (figura 4.8D)
en los sujetos de mediana edad. Estas correlaciones se

mantuvieron cuando ajustamos por afios de educacion.
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Figura 4.8. Pruebas de recuerdo selectivo libre y facilitado en
sujetos de mediana edad.

Numero de palabras en la prueba de recuerdo inmediato libre total (A)
y en la prueba de recuerdo inmediato facilitado total (B). Las barras
representan la media + DE. La significacion estadistica fue evaluada
usando la prueba t de Student de dos colas. *p <0.05 (C, D). Pruebas
de correlacion de Spearman entre las horas semanales de ejercicio
fisico realizadas y el nimero de palabras en la prueba de recuerdo
inmediato libre total (C) y recuerdo inmediato facilitado total (D).

El deterioro cognitivo y la demencia se han convertido en
graves cargas sociales, econémicas y humanas®®, por lo
gue la prevencién es un elemento clave para contrarrestar
la demencia®®*. Se estima que un tercio de los casos de
enfermedad de Alzheimer en todo el mundo son atribuibles
a siete factores modificables: hipertension y obesidad en la
mediana edad, baja educacion, diabetes, inactividad fisica,

tabaquismo y depresion®®. Sin lugar a dudas, estos datos
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brindan oportunidades para realizar intervenciones desde
la prevencion en etapas de enfermedad pre-sintomatica y
pre-demencia, donde presumiblemente no seria

demasiado tarde.

Diversos trabajos de investigacion han dado muestras de
la relacion existente entre el ejercicio fisico y los procesos
relacionados con la funcién cognitiva®°>-5%7, estableciendo
gue su practica habitual puede contribuir a la mejora de
tareas de memoria, agilidad y atencién, asi como a
proteger contra el deterioro cognitivo y la demencia en

personas mayores®6:508,

Aqui, nuestro objetivo fue determinar si el entrenamiento
fisico a largo plazo, mas concretamente la practica de
rugby, coadyuvaria a mejorar las respuestas cognitivas en
un periodo de la vida en el que podriamos encontrar una

pérdida sutil relacionada con la edad.

Dados los resultados encontrados, creemos que la mejora
de la memoria detectada en el MTG estuvo asociada a un
retraso en el inicio de la pérdida de memoria fisioldgica. Por
lo tanto, el estudio de terapias y mecanismos que
promuevan el mantenimiento normal de la memoria, podria
ayudar a disefiar programas especificos para tratar de
mejorarla en un estado de enfermedad, como en

Alzheimer.
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Entre las personas de mediana edad, incluimos un grupo
de jugadores de rugby que informaron un promedio de 35
+ 15 afos de préctica de este deporte.

Tradicionalmente, la mayoria de los estudios que muestran
que la funcién cognitiva mejora con el ejercicio fisico, se
han realizado después de una serie aguda®’°® vy / o
crénica de ejercicio aerébico’?5%511 Sin embargo, no hay
evidencias de los beneficios de la practica de ejercicio
fisico a largo plazo, en deportes de equipo, disponibles en

la literatura.

La evidencia en apoyo a los efectos del ejercicio aerdbico
para mejorar la memoria en humanos no se ha establecido
de manera convincente. La gran mayoria de los estudios
gue evaluan los efectos del ejercicio cardiovascular sobre
la cognicion, han empleado principalmente tareas
neuropsicolégicas dirigidas principalmente a la atencion, la
toma de decisiones y el procesamiento de la velocidad (por
ejemplo, tiempo de reaccion simple o de eleccién). En
contraste, se ha puesto menos énfasis en investigar los
efectos de este tipo de ejercicio en tareas cognitivas que

involucran, por ejemplo, la memoria’®.

El FCSRT mide el aprendizaje verbal y la memoria®?, y se
usa ampliamente para identificar demencia muy leve®3 ya
que el deterioro del recuerdo libre predice el desarrollo de

demencia hasta 5 afios antes del diagnéstico®®?. Es
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importante acentuar que, a nivel general, hay una
disminucion en la mayoria de las medidas en pruebas de

recuerdo selectivo con el avance de la edad>®14515,

Nuestros resultados muestran un mejor rendimiento en las
pruebas de recuerdo inmediato libre y facilitado en los
individuos entrenados de mediana edad en comparacion
con los sedentarios, lo que indica un impacto positivo del
entrenamiento fisico a largo plazo al retrasar el inicio de la
pérdida de memoria fisiologica en el curso normal del

envejecimiento cerebral.

Aqui es importante destacar que, pese a que los efectos
demograficos, como la educacion, se han asociado con
frecuencia a puntajes mas altos en el FCSRT®!6, en nuestro
estudio no hubo diferencias entre grupos en el grado de
escolaridad, el tabaquismo u otras condiciones como la

hiperglucemia.

Por ultimo, respecto a los posibles mecanismos que
podrian ser modulados por el ejercicio fisico para ejercer
un impacto positivo sobre los procesos cognitivos,
Kleinloog y colaboradores (2019)°' demostraron que el
aumento del flujo sanguineo cerebral podria ser
determinante. De esta forma, la angiogénesis y el aumento
del flujo sanguineo en zonas como el cerebelo y el
hipocampo, podrian incrementar la disponibilidad de

oxigeno®07518519 y de neurotransmisores esenciales como
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la serotonina y norepinefrina tal como ha sido demostrado
en roedores®?%521 Asi mismo, la liberacion de factores
neurotréficos que “enciendan” las vias de senalizacion
relacionadas con la sintesis de proteinas sinépticas, y que
a su vez promuevan la aparicibn de mas y mejores
conexiones neuronales, podrian ser parte de la respuesta
en un fendbmeno que cada vez tiene mas dudas sin

resolver.

De esta forma, comprender la importancia de utilizar el
ejercicio fisico como herramienta desde la prevencion,
podria hacer la diferencia entre mantener en alerta las
funciones cerebrales durante el envejecimiento o

simplemente dar por hecho su pérdida.

4.5. EL ENTRENAMIENTO FiSICO A LARGO PLAZO
DISMINUYE LOS NIVELES DE PEROXIDACION
LIPIDICA EN PLASMA EN LOS GRUPOS ENTRENADOS
JOVEN Y DE MEDIANA EDAD

El entrenamiento fisico induce la expresion de enzimas
antioxidantes no sélo en el muasculo esquelético, sino
también en sangre®?? y a nivel cerebral®?3, lo cual permite
gue los individuos entrenados tengan cierta proteccién
contra el dafio oxidativo. La figura4.9A no muestra

cambios en la carbonilacién de proteinas en plasma, ni en
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los grupos jévenes ni en los de mediana edad, como
consecuencia del entrenamiento. Sin embargo, la figura
4.9B muestra una disminucion significativa en los niveles
de MDA en plasma en los grupos entrenados cuando se
compararon con los sedentarios tanto jovenes como de
mediana edad (F@,77)=6.077; p=0.0159).
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Figura 4.9. Dafio oxidativo en sujetos jévenes y de mediana edad.
Efecto del entrenamiento fisico a largo plazo.

(A) Analisis densitométrico (a.u.: arbitrary units) de los niveles de
proteinas carboniladas medidas en plasma, por Western Blotting. (B)
Niveles plasmaticos de MDA medidos por HPLC. Las barras
representan la media + DE. La significacién estadistica fue evaluada
usando ANOVA de dos vias. ép <0.05 para el factor entrenamiento
fisico.

Ya que previamente habiamos visto un mejor perfil de
expresion en NFE2L2 (que codifica el gen Nrf2) y los genes
antioxidantes en YSG respecto a los grupos de mediana
edad, y que se sabe que el ejercicio puede modular la

induccion de Nrf2418, era presumible pensar que los dos

grupos jovenes (YSG y YTG) estuvieran mas protegidos
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contra el dafo oxidativo que los grupos de mediana edad.
Sin embargo, la figura 4.9A no muestra cambios en el
dafio oxidativo a proteinas en ninguno de nuestros grupos
estudiados, lo que en este caso nos indica que no hubo
influencia de los factores edad ni ejercicio en este

biomarcador a nivel plasmético.

Son pocos los trabajos que han estudiado el estatus
antioxidante de individuos entrenados y sedentarios sin
previa intervencion, por lo que el margen de comparacion
con otras investigaciones es reducido. Sin embargo,
nuestros resultados son similares a los encontrados por el
grupo de Rahnama (2.007)%* el cual no evidencié
diferencias en la carbonilacion de proteinas, a nivel
plasmatico, en individuos sometidos a un programa de

entrenamiento fisico crénico, respecto a sus controles.

Ya que no encontramos diferencias entre los grupos en
ninguno de los factores analizados (edad y ejercicio), es
presumible pensar que el dafio oxidativo a proteinas
medido a nivel sistémico, no sea un buen reflejo de lo que

sucede en los distintos segmentos corporales.

Por otra parte, la figura 4.9B muestra una disminucion
significativa en los niveles de MDA en plasma en los grupos
entrenados cuando se compararon con los sedentarios
tanto jovenes como de mediana edad
(Fa777=6.077; p=0.0159).
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El malondialdehido es la forma principal del aldehido
resultante de la peroxidacion lipidica de los tejidos, y es
ampliamente usado como biomarcador de estrés
oxidativo®®. En la presente tesis, los grupos entrenados
mostraron niveles mas bajos de MDA en comparacion con

los sedentarios.

Ha sido establecido que el estrés oxidativo aumenta con la
edad, y ademas podria servir de vinculo entre el
envejecimiento y la pérdida de memoria®?. Sin embargo,
datos mas recientes de nuestro propio laboratorio muestran
gue el dafo oxidativo no se correlaciona con la edad,
especialmente en la poblacion geriatrica, sino con el estado
de fragilidad. Esto originé la "teoria de la fragilidad de los
radicales libres" que propone que el dafio oxidativo esta
asociado con la fragilidad, pero no con la edad cronoldgica
en si misma®’, lo cual apoya el hecho de no haber
encontrado diferencias en los grupos respecto al factor
edad.

Uno de los beneficios de la practica regular de ejercicio
fisico es el aumento de la respuesta antioxidante el cual
restaura la homeostasis redox no solo en el musculo

esquelético, sino también en el cerebro®23528,

Precisamente, la reduccion de los niveles de MDA a nivel
periférico, en MTG y YTG, podria ser el reflejo de la

respuesta que acontece en varios tejidos incluyendo el
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cerebral, tal vez no por menor produccion de radicales
libres y especies reactivas, sino por un aumento tanto en la
adaptacion a los efectos del entrenamiento fisico regular
como en la defensa antioxidante enddgena similar al que
encontramos en sangre total, el cual previamente

discutimos en la figura 4.3.

Otras investigaciones también encontraron menores
niveles de MDA plasmatico en sujetos entrenados

comparados con sus controles®?.

4.6. LOS NIVELES SERICOS EN REPOSO DE BDNF
SON MODULADOS TANTO POR UN PROLONGADO
PERIODO DE ENTRENAMIENTO FiSICO, COMO POR
LA EDAD EN HUMANOS

La comparacion de los niveles séricos de BDNF entre los
grupos experimentales reveld un efecto tanto en la variable
entrenamiento fisico (F 1,800 =50.11; p <0.0001) como en la
variable edad (F (1,80 =289.6; p<0.0001), asi como una
interaccion entre ellas (F (80 =11.94; p=0.0009). Las
pruebas post-hoc mostraron un aumento en los niveles de
BDNF con la edad, y una disminucién con el entrenamiento
fisico que fue mas marcada en el grupo joven, tal como se

evidencia en la Figura 4.10A.
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Previamente ha sido sugerido que existe una relacion
inversa entre los niveles periféricos de BDNF en reposo y
la practica habitual de actividad fisica o la aptitud
cardiorrespiratoria®%%3!, En la presente tesis doctoral
encontramos una correlacion inversa y estadisticamente
significativa entre los niveles séricos de BDNF y el nUmero
de horas de ejercicio fisico semanal realizado por los
individuos jovenes, (r@3)=-0.709, p<0.0001), y de
mediana edad (ra7 =-0.32, p=0.026), tal como muestra la
figura 4.10B, C.

Finalmente, la Figura 4.10D muestra una correlacion
positiva entre BDNF y MDA (rus) = 0.434, p=0.0029) en los

grupos de mediana edad.
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Figura 4.10. Niveles séricos de BDNF y su correlacién con el
malondialdehido y el nimero de horas semanales de ejercicio
fisico realizado en sujetos de mediana edad y jovenes.

(A) Los niveles séricos de BDNF en reposo fueron medidos por ELISA
en todos los grupos. Las barras representan la media + DE. La
significacién estadistica fue evaluada usando ANOVA de dos vias.
Prueba post-hoc de Bonferroni: *p <0.05, ***p <0.001 comparado con
su respectivo grupo sedentario; #p<0.001 comparado con su
respectivo grupo joven. (B, C) Prueba de correlacion de Spearman
entre el nimero de horas de ejercicio fisico semanal realizado y los
niveles séricos de BDNF en individuos jovenes (B) y de mediana edad
(C). (D) Prueba de correlacion de Spearman entre los niveles séricos
de BDNF en reposo y los niveles plasmaticos de MDA, en los individuos
de mediana edad.

BDNF es una neurotrofina que se ha identificado como un
mediador crucial de los beneficios del ejercicio para la
salud del cerebro®®. Se ha informado que los niveles de
BDNF alcanzan su punto maximo en los afios treinta (30-

39 afios) y que tienden a disminuir ligeramente en edades
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posteriores: cuarenta (40-49 afos) y cincuenta (50-59
afios)®*. Hemos encontrado un aumento significativo de
los niveles de BNDF en suero en reposo en los sujetos de
mediana edad en comparacién con los jovenes, tanto en
los grupos sedentarios como en los entrenados. Los
valores séricos de BDNF en reposo encontrados en los
individuos de mediana edad duplicaron o incluso
aumentaron sus niveles cuatro veces en comparacion con
los jovenes. Esto nos indica que el efecto de la edad fue

significativo en nuestro estudio.

Ha sido establecido que series cortas de ejercicio aerobico
de alta intensidad aumentan, de manera transitoria, los
niveles plasmaticos y séricos de BDNF en humanos, los
cuales regresan a sus niveles basales poco tiempo
después (30-50 minutos) de interrumpir la actividad, y
pueden continuar cayendo muy por debajo de los niveles

basales a las 2 y 3 h post-ejercicio.

Sin embargo, el efecto del ejercicio aerdbico crénico (que
oscila entre varias semanas a 1 afio), aunque menos
estudiado, tiende a mostrar que los niveles periféricos de
BDNF en reposo también aumentan en cierta medida
después de un periodo de entrenamiento de
resistencia320:530,531,534.535 Gin embargo, la relacion entre la
practica de ejercicio fisico durante toda la vida y los niveles

basales en reposo de BDNF en suero en humanos sigue
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siendo desconocida. Varios hallazgos reportados en la
literatura sugieren una asociacion inversa entre el BDNF en
reposo y la actividad fisica habitual o la aptitud
cardiorrespiratoria.530:531.534-538  Nyestros resultados son
consistentes con estos estudios, ya que hemos encontrado
una disminucion significativa en los niveles de BDNF en
suero en reposo tanto en el grupo de jovenes entrenados
como en los jugadores de rugby de mediana edad. Similar
a nuestros resultados, Babaei y colaboradores encontraron
niveles séricos mas bajos de BDNF y mejores resultados al
evaluar la funcién cognitiva en sujetos de mediana edad
con mas de 10 afos de practica de fuatbol, y que
continuaron entrenando regularmente después de su retiro,

con respecto a sus homologos sedentarios®®,

En el presente estudio, las muestras de sangre se
extrajeron al menos 24 h después del ultimo ejercicio. Por
lo tanto, la reduccion significativa de BDNF en suero en
hombres entrenados puede considerarse una adaptacion
al entrenamiento fisico cronico, en lugar de una respuesta
aguda a una sesion de ejercicio. Esta adaptacion podria
venir desde una captacion mas eficiente de la neurotrofina
a nivel cerebral, lo cual podria deberse al aumento en el
namero de receptores a nivel cerebral potenciado por el
entrenamiento fisico, como se sabe que ocurre en

roedores®9-°42 |o cual podria proporcionar una mayor
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neuroproteccion en los sujetos fisicamente activos en

comparacién con los controles sedentarios.

Bajo esta perspectiva, menos moléculas de BDNF tendrian
la necesidad de cruzar la barrera hematoencefélica para
buscar otros lugares de almacenamiento a nivel periférico,
entre los que se encuentran las plaquetas, las cuales se

sabe que almacenan el 90% del BDNF circulante®3,

Por otra parte, ha sido establecido que BDNF puede
contribuir en el proceso de reparacion del tejido nervioso a
distintos niveles®4>47, El ejercicio fisico induce estrés
mecanico y oxidativo provocando lesiones tanto en los
musculos como en los nervios®#®549 por lo que otra posible
explicacion de los menores niveles de BDNF a nivel
periférico en los sujetos entrenados, podria deberse a la
incorporacion de la neurotrofina en otros tejidos, como el
muscular, para contribuir a la reparacion del dafio generado

por el esfuerzo fisico.

Nofuji y colaboradores encontraron que los niveles séricos
de BDNF aumentados luego de un ejercicio de alta
intensidad, cayeron incluso por debajo de los niveles
basales después de 30 y 60 minutos de haber realizado
ejercicio solo en sujetos activos, mientras que en los
sujetos sedentarios los valores tendieron a normalizarse

con los iniciales.
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Estos hallazgos refuerzan la hipotesis de que, durante el
reposo en los sujetos de los grupos entrenados, parte del
BDNF circulante podria ir hacia el tejido muscular para
unirse a su receptor y ayudar a reparar el dafio generado
durante el esfuerzo fisico. Aunque hasta el momento no se
ha descrito un mecanismo por el cual BDNF pueda llegar
al lugar de la lesion, se sabe que células del sistema
inmune como macréfagos y linfocitos expresan el receptor
TrkB, por lo que mediante diapédesis, estos podrian
transportar y liberar BDNF en el lugar de la inflamacion, tal
como se ha visto en modelos in vitro®-°52, Esta hipétesis
es fuertemente apoyada por los resultados obtenidos por
Clow y Jasmin (2010), quienes precisamente se centraron
en determinar el papel de BDNF en la regeneracion
muscular. Para ello, los investigadores aislaron fibras
musculares de ratones KO para BDNF en el musculo
esquelético previamente inyectados con cardiotoxina, en
los que encontraron menores niveles de Pax 7, miogenina,
MyoD y miosina embrionaria (marcadores de regeneracion
muscular) cuando se compararon con sus controles, 5 dias
después del dafio inducido (cuando los mioblastos
empiezan a diferenciarse y fusionarse para reparar las
fibras dafiadas). Estos resultados fueron acompafados de
un 40% menos de fibras regeneradas, y un 25% mas de
células mononucleares en el tejido del raton KO. Sin

embargo, dos dias mas tarde el porcentaje de fibras
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regeneradas en el ratbn KO alcanzé los niveles de su
control, y la cantidad de células mononucleares retorno6 a
valores del control, lo que hace pensar que la regeneracién
vista podria ser, en parte, debida al BDNF liberado desde

las células del sistema inmune.

En el mismo estudio, pero sin previa inyeccion de
cardiotoxina, los investigadores encontraron, in vitro, que la
diferenciacion miogénica en los ratones KO para BDNF a
nivel muscular era menor que en sus controles, la cual se
restablecié luego de recibir tratamiento con BDNF

exodgeno.

En un estudio mas reciente, Colombo y colaboradores
(2013)5%2 confirmaron estos hallazgos al encontrar, in vitro,
disminuida la diferenciacién de mioblastos humanos luego
de reducir la expresion y la actividad de BDNF mediante un
ARN de interferencia y un anticuerpo especifico de

neutralizacion, respectivamente.

Asi mismo, utilizando biopsias de pacientes con miopatia
inflamatoria idiopatica, estos investigadores encontraron
gue tanto macrofagos como linfocitos T fueron los
encargados de liberar BDNF en las fibras regeneradas, en
zonas cercanas a donde se encontraba su receptor de baja
afinidad (p75), lo que sugirié que dichas células del sistema

inmune contribuyen a la reparacibn del mudsculo

177



4. Resultados y discusién

esquelético  utilizando BDNF  como mediador,

probablemente por unién a su receptor de baja afinidad.

Por otra parte, para entender el por qué del aumento de los
niveles séricos de BDNF en nuestros grupos de mediana
edad respecto a los jovenes, debemos remitirnos a los
experimentos realizado por Romanczyk y colaboradores
(2002) y Webster y colaboradores (2011)28%5%4, En ellos,
los investigadores utilizaron tejido cerebral post mortem de
neonatos, infantes, adolescentes, adultos jovenes, adultos
y personas mayores, para determinar los niveles de
expresion del ARNm de TrKB en distintas zonas. Como era
de esperarse, en ambos estudios los investigadores
encontraron menor expresion del receptor de alta afinidad
de BDNF en distintas zonas, a medida que el cerebro

envejecia.

Por ejemplo, a nivel cortical, Romanczyk y colaboradores
encontraron un pico en la expresion génica de TrkB en los
adultos joévenes principalmente en las capas Il y Ill, que
progresivamente fue disminuyendo con la edad hasta
hacerse significativa en las personas mayores. Asi mismo,
el grupo de Webster encontraron que, a nivel general, la
expresion mas alta del receptor en todas las capas
cerebrales se observé en el grupo de neonatos, con
predisposicién a ser mayor en las capas Il y IV también

durante la infancia, mientras que el grupo de personas
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mayores tuvo una menor expresion comparada con los
demas. De igual forma, un andlisis correlacional entre los
sujetos mostré una fuerte relacion entre la edad y los
niveles de expresion del ARNm de TrKB (r= -0.68; p <
0.0001).

Estos hallazgos anteriormente descritos ponen en
consideracién nuestra hipotesis de que, si a medida que
pasan los afios tenemos menor cantidad de receptores
TrkB a nivel cerebral, el BDNF sintetizado tendra menos
sitios de unidén aqui para ejercer su funcidon sefalizadora.
Esto promovera el ambiente necesario para que la
menciona neurotrofina cruce la barrera hematoencefélica
en busca de mas y mejores receptores que le permitan
iniciar una de las acciones tréficas para las cuales ha sido
generado. Esto podria explicar los mayores niveles de
BDNF, a nivel periférico, encontrados en los individuos de

nuestros grupos de mediana edad (MSG y MTG).

De esta forma, no seria extrafio pensar que los individuos
de MSG tuvieran menores receptores TrKB a nivel cerebral
gue los de MTG, lo cual podria comprometer su funcién
hipocampal y contribuir a generar un decline en la

cognicion.
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4.7. LOS NIVELES PLASMATICOS DE CATEPSINA B
SON MODULADOS POR UN PERIODO PROLONGADO
DE ENTRENAMIENTO FiSICO EN SUJETOS JOVENES
Y DE MEDIANA EDAD

La cisteina proteasa lisosomal CTSB es una miocina que
se eleva en plasma después del entrenamiento fisico en
ratones, monos Rhesus y humanos. CTSB parece mediar
los beneficios cognitivos y neurogénicos que el ejercicio
fisico induce a través de la expresion de BDNF?!4, En la
presente tesis hemos medido los niveles plasmaticos de

CTSB en reposo en todos los grupos.

El analisis estadistico mostro efectos significativos tanto en
el factor entrenamiento fisico (F(,7e) =22.04; p<0.0001)
como en el factor edad (F76=25.045;p=0.0276)
(Figura 4.11A). Las figuras 4.11B y C muestran una
correlacion significativa inversa entre CTSB plasmatica y el
namero de horas de ejercicio fisico semanal en el grupo de
individuos jovenes (r@z2=-0.49; p=0.004), y en el de
mediana edad (ru4) =-0.41;p=0.005). estos resultados
indican que CSTB se comportd de la misma manera que

BDNF en respuesta al entrenamiento fisico a largo plazo.
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Figura 4.11. Niveles plasméticos de Cathepsin B y su correlacion
con malondialdehido y el nimero de horas de ejercicio fisico
semanal, en sujetos jévenes y de mediana edad.

(A) Niveles plasméticos de Catepsina B en reposo en los grupos YSG,
YTG, MSG y MTG. La significacién estadistica fue evaluada usando un
ANOVA de dos vias. Las barras representan la media + DS. ®p <0.05
en el factor edad; ¥4¥p <0.001 en el factor entrenamiento fisico. (B, C)
Pruebas de correlacion de Spearman entre el nUmero de horas de
ejercicio fisico semanal y los niveles plasméticos de Catepsina B en
individuos jévenes (B) y de mediana edad (C).

CTSB puede cruzar la barrera hematoencefalica para
modular distintos eventos a nivel cerebral como la
estimulacion de la neurogénesis, el aprendizaje y la
memoria, mediante la inducciéon de DCX y BDNF en el

hipocampo de roedores?4.

Recientemente, Moon y colaboradores (2016)%
encontraron que ratones WT que se ejercitaron de manera

voluntaria mejoraron el desempefio en una prueba de
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memoria espacial, tuvieron un aumento de la neurogénesis
del giro dentado y presentaron mayores niveles de CTSB
en plasma y gastrocnemio, a diferencia de los ratones KO
para CTSB. Igual que en roedores, los investigadores
encontraron que monos Rhesus y humanos también
tuvieron elevados niveles plasmaticos de CTSB en
respuesta a un programa de ejercicio aerdbico de 4 meses,
los cuales correlacionaron positivamente con los resultados

en una prueba de atencion y memoria en los humanos.

Para entender los alcances de esta proteina a nivel
cerebral, el grupo de Moon estudio los efectos de la
aplicacion exégena de CTSB en células progenitoras del
hipocampo, lo cual aumentd la expresion de ARNm y
niveles de proteina de BDNF y DCX (del inglés
doublecortin, un marcador de neurogénesis). De esta
forma, los autores concluyeron que CTSB liberada por el
musculo esquelético en respuesta a EF, cruza la barrera
hematoenceféalica y estimula la produccion de BDNF y DCX
en el hipocampo, desde donde modularia distintas vias de

sefalizacion relacionadas con la funcidn cognitiva.

Pese a la evidencia anteriormente expuesta, varias
investigaciones han encontrado un papel totalmente
opuesto de CTSB, sefialando una posible participacion en
la generacion de AB>>>5%8, Por ejemplo, Cataldo & Nixon

(1990) sugirieron que una modulacion de esta proteasa
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podria ser una herramienta terapéutica en el Alzheimer,
debido a que encontraron CTSB en sitios extracelulares
estrechamente asociados a las placas seniles, en cerebros
de personas que padecieron EA%®. Sin embargo, también
ha sido demostrado que una inhibiciéon de CTSB genera
efectos beneficiosos en la reduccion de AB y la formacién
de placa amiloidea®®. Otras investigaciones han indicado
que CTSB podria tener actividad B-secretasa®61-563,

Nuestros resultados de CTSB se asemejan a los hallados
en BDNF, ya que encontramos una fuerte influencia en el
factor ejercicio. Es decir, una disminucion significativa de
sus niveles plasmaticos en los grupos entrenados en
comparacion con los sedentarios. Por lo tanto, nuestros
resultados muestran que los niveles periféricos de CTSB y
BDNF siguen el mismo patron en los grupos MTG y YTG.
Bajo esta perspectiva, similar a lo que ocurri6 con BDNF,
no podemos descartar una mayor eficiencia de la
sefalizacion de CTSB en los individuos de MTG y YTG lo
gue justificaria, en parte, sus menores niveles periféricos.
Por lo tanto, es importante tener en consideracion que mas
alla de la evidencia experimental de la participacion de
factores tréficos como BDNF y CTSB, no esta clara la
asociacion entre sus niveles circulantes y la mejora de la

funcién cognitiva®®,
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5. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en la presente tesis,

podemos extraer las siguientes conclusiones:

Conclusion 1. El ejercicio fisico a largo plazo aumenta la
expresion de genes relacionados con el envejecimiento
(SIRT3 y SIRT1), la defensa antioxidante endégena (CAT
y SOD1) y disminuye la expresion de la citocina
inflamatoria IL13 y de los genes relacionados con la
plasticidad y el trofismo neuronal (VEGFA y BDNF), en

sujetos de mediana edad.

Conclusion 2. El ejercicio fisico a largo plazo retrasa la
pérdida de memoria en sujetos de mediana edad. Esta
correlaciona positivamente con el niumero de horas de
ejercicio fisico semanal. Pese a que no encontramos
diferencias en otras variables cognitivas vy
neuropsicolégicas, encontramos correlaciones positivas
entre la cantidad de actividad fisica realizada con la

atencion, la memoria y las funciones ejecutivas.

Conclusion 3. La practica de ejercicio fisico a largo plazo
disminuye los niveles periféricos basales de BDNF y CTSB
en sujetos jovenes y de mediana edad. Esta adaptacion al
entrenamiento podria ser debida a una captacibn mas
efectiva de dichas proteinas a nivel cerebral y muscular con
el fin de potenciar vias de sefializacion relacionadas con la

funcién cognitiva y la regeneracion muscular.
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5. Conclusiones

Conclusion 4. El ejercicio fisico a largo plazo disminuye los
niveles plasméaticos de MDA en sujetos jovenes y de
mediana edad, lo cual puede reflejar una adaptacion de la

defensa antioxidante enddgena al entrenamiento.

El entrenamiento fisico es una intervencion efectiva en el
mantenimiento de las funciones ejecutivas y en la
prevencién de la pérdida de memoria asociada a la edad.
Esta proteccién se asocia con una modulaciéon a nivel
periférico de factores neurotroficos, de marcadores de
dafo oxidativo y del eje SIRT1-SIRT3.
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Abstract

Aging is accompanicd by a decline in memory and other brain
functions. Physical excreise may mitigate this decline through the
modulation of factors participating in the crosstalk betwoeen skeketal
muscle and the brain, such as ncurotrophins and oxidative stress
parameters. We aimed to determine whether long term excercise
training (35 = 15 ycars) promotes memory maintenance in middle-aged
men, and to characterize the changes in neurotrophic factors and lipid
oxidation markers in peripheral blood samples in both middle-aged and
voung men. The ncuropsychological analysis showed significant
improvements in memory through the Free and Cued Immediate Recall
tests, in the middle-aged trained individuals when compared to the
scedentary oncs. We found a significant decreasce in the resting scrum
BDNF and plasma Cathepsin B (CTSE) levels in the trained groups at
both middle and voung ages. BDNF and CTSB levels were inverscly
corrclated with weckly hours of exercise. We also found a significant
decrease in plasma malondialdehyde, an index of lipid peroxidation, in
middlc-aged and young trained subjects. The positive impact of long-
term exercise training by delaying the onsct of physiological memory
loss and the associated ncurotrophic and redox peripheral modulation,
suggests the cffectiveness of exercise as preventive strategy against
age-related memory loss and necurodegencration.
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Physical exercise performed regularly is known to improve health and to reduce the risk of age-related diseases, Furthermore,
there is some evidence of cognitive improvement in physically active middle-aged and older adults. We hypothesized that long-
term physically active middle-aged men may have developed brain resilience that can be detected with the analysis of peripheral
blood markers. We aimed to analyze the activation of pathways potentially modulated by physical activity in a cohort of healthy
amateur rugby players (n = 24) and control subjects with low physical activity (n = 25) aged 45-65 years. We had previously
reported neuropsychological improvement in i diats memory resp in the player group compared to the controls. Here,
we tested the expression of szlected genes of longevity, inflammation, redox homeostasis, and trophic signaling in whole blood
mRNA, Analyses were also performed on blocd samples of young (aged 15-25 years) control subjects with low physical activity (n
= 21), Physical activity and other lifestyle factors were thoroughly recorded with standardized questionnaires, Interestingly,
middle-aged control subjects showed lower levels of expression of SIRTs, SIRT3, CAT, and SOD1 than the young controls,
although rugby players maintained the expression levels of these genes at a young-like level. Middle-aged players showed lower
levels of ILsB than the non-physically active groups. However, there was a tendency towards a decrease in trophic and
transduction factors in middle-aged groups as compared to the young controls, A statistical study of Spearman’s correlations
supported a positive effect of sporting activity on memory and exscutive functions, and on peripheral gene expression of SIRT:,
SIRT3 and downstream genes, in the middle-aged rughy players. Our results indicate that the SIRT1-SIRT3 axis, and associated
neuroprotective signaling, may contribute to the anti-aging resilience of the brain mediated by physical exercise,
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Highlights

o Low levels of physical activity are a risk factor associated with
Alzheimer's disease.

» Older adults who exercise are more likely to maintain cognition.

» Exercise modulates amyloid B turnover, inflammation, synthesis, and
release of neurotrophins, and cerebral blood flow.

Abstract

Dementia is one of the greatest global challenges for health and social care in the
21st century. Alzheimer's disease (AD), the most common type of dementia, is by no
means an inevitable consequence of growing old. Several lifestyle factors may
increase, or reduce, an individual’s risk of developing AD.

Much has been written over the ages about the benefits of exercise and physical
activity. Among the risk factors associated with AD is a low level of physical activity.
The relationship between physical and mental health was established several years
ago.

In this review, we discuss the role of exercise (2erobic and resistance) trainingasa
therapeutic strategy for the treatment and prevention of AD. Older adults who
exercise are more likely to maintain cognition. We address the main protective
mechanism on brain function modulated by physical exercise by examining both
human and animal studies. We will pay especial attention to the potential role of
exercise in the modulation of amyloid B turnover, inflammation, synthesis and
release of neurotrophins, and improvements in cerebral blood flow.

Promoting changes in lifestyle in presymptomatic and predementia disease stages
may have the potential for delaying one-third of dementias worldwide. Multimodal
interventions that include the adoption of an active lifestyle should be
recommended for older populations.
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Abstract

Demographic aging is one of the most serious challenges facing our society.
Although we live longer, we do not live better because it is considered that
approximately 16-20% of our life is spent in late-life morbidity. Older people have
the greatest risk of developing frailty increasing the risk of presenting various
adverse health events such as low quality of life, disability, hospitalization and even
death. Frail men and women over 65 years old have lower muscle quality and
muscle mass and higher percentage of body fat than non-frail people of the same
age. In this review we will address the main physiological changes in the muscular
and nervous system associated to aging. More specifically we will review the changes
in muscle mass, quality, and strength relating them with the decrease in
capillarization and muscular oxidative capacity as well as with the alterations in
protein synthesis in the muscle with aging, The last section of the manuscript will
be devoted to the animal models of frailty and the indexes developed to measure
frailty in these models. We will finzlly address the importance of exercise training as
an intervention to delay or even reverse frailty.
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Modulating Oxidant Levels to Promote Healthy
Aging
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Abstract

Significance: Free radicals although originally thought of as damaging molecules, inevitable side effects of the utilization of
oxygen by cells, are now considered as signals that by modifying. among others, the thiol-disulfide balance regulate many
cell processes from metabolism to cell cycle

Recent Advances: This review discusses the importance of the modulation of the oxidant levels through physiological
strategies such as physical exercise or genetic manipulations such as the overexpression of antioxidant enzymes, in the
promotion of healthy aging

Critical Issues: We have divided the raview into five different sections. In the first two sections of the article "Oxidants are
signals” and "Exercise training is an antioxidant,” we discuss the main sources of free radicals during muscle contraction
and their role, 2s hormetic substances, in the regulation of two main muscle adaptations to exercise in skeletal muscle; that
is, mitochondrial biogenesis and the endogenous antioxidant defense. In the third section of the review, we deal with “the
energy collapse in aging.” The increased rate of reactive oxygen species (ROS) production and the low rate of mitochondria
biosynthesis in the old cells are examined. Finally, in the fourth and fifth sections entitled “Overexpression of antioxidants
enzymes in healthy aging™ and “Exercise, longevity, and frailty” we consider the importance of the potentiation of the cellular
defenses in health span and in life span

Future Directions: A correct manipulation of the ROS generation, directing these species to their physiological signaling role
and preventing their deleterious effects, would allow the promotion of heaithy aging
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