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1. Planteamiento






El dafio cerebral traumatico (TBI) se define como una alteracién de la funcién
cerebral causada por una fuerza mecanica externa (Menon et al., 2010), que
conlleva la aparicidén de trastornos neuropsicolégicos y psiquidtricos (Zaninotto
et al., 2018). Es una de las principales causas de incapacidad severa y crénica en
la poblacién mundial y se estima que cada ano se diagnostican entre 50y 70
millones de nuevos casos a nivel mundial (Dewan et al., 2019; Mollayeva et al.,
2018), siendo un 40% mas comun en hombres que en mujeres. Uno de los
sintomas mas referidos por los pacientes y sus familiares son los problemas de
memoria, concretamente la incapacidad para crear nuevos recuerdos a largo

plazo o amnesia anterdgrada (Azouvi et al., 2017; Palacios et al., 2013).

La fisiopatologia del TBI se puede diferenciar en dos fases: el daifio primario vy el
dano secundario. El dafio primario se produce inmediatamente en el momento
del traumatismo y es causado por las fuerzas mecanicas del impacto sobre el
tejido. Este daino puede caracterizarse por contusiones o laceraciones de la
masa cerebral, desgarro de los axones, falta de riego sanguineo o hemorragias
intracraneales subdurales o subaracnoideas (Ortega-Pérez & Amaya-Rey, 2018).
El dafio primario activa una serie de procesos que dan lugar a un dafio
secundario. Por un lado, se producen procesos excitotéxicos causados por la
desregulacion del flujo de iones vy la liberacién masiva de glutamato que
provocan muerte celular (Barkhoudarian et al., 2016; Reinert et al., 2000). Por
otro lado, se activa una respuesta inmunitaria que tiene un componente
proinflamatorio y antiinflamatorio. La microglia activada con actividad
proinflamatoria se encarga de eliminar los restos ocasionados por el TBI
(Yamasaki et al., 2014), mientras que la activada por sefiales antiinflamatorias se
encarga de aumentar la neurogénesis y de la liberacidn de factores de
crecimiento con efectos beneficiosos (Francos-Quijorna et al., 2016; Kolosowska

et al., 2019). Un desequilibrio entre las seiales pro y antiinflamatorias puede



producir un estado inflamatorio crénico llegando a causar un proceso

neurodegenerativo (Witcher et al., 2018).

A pesar de los avances significativos en la comprensién de los mecanismos
fisiopatoldgicos del TBI, no existen protocolos terapéuticos eficaces para su
tratamiento (Alves et al., 2019; Galgano et al., 2017). Uno de los factores que
podria explicar esta falta de eficacia esta relacionado con el sesgo de género en
la investigacion sobre TBI, tanto en los ensayos clinicos, donde se recluta a
menos mujeres, como en los modelos animales, que predominantemente
utilizan roedores macho (Gupte et al., 2019). Este sesgo no sdlo dificulta la
comprensidn de la fisiopatologia del TBI, sino que también obstaculiza el

desarrollo de tratamientos efectivos.

Estudios con modelos animales indican que el ejercicio fisico podria ser un buen
candidato como tratamiento rehabilitador de los déficits cognitivos asociados al
TBI. Investigaciones previas han mostrado que este tratamiento reduce los
déficits de memoria de reconocimiento de objetos y que estos beneficios
podrian estar relacionados con efectos tanto neuroprotectores como
neuroreparadores (Jacotte-Simancas et al., 2015; Amords-Aguilar et al., 2020;

Martinez-Drudis et al., 2021; Sdnchez-Martin et al., 2024).

A pesar de que el ejercicio fisico puede parecer un tratamiento relativamente
simple, existe una gran cantidad de pardmetros que pueden influir en sus
efectos. Por ejemplo, hay que tener en cuenta el tipo de ejercicio fisico
(voluntario/forzado, aerdbico/anaerdbico), el programa de entrenamiento
(continuo/discontinuo), la duraciodn, la intensidad y el volumen del ejercicio, etc.
El estudio de estas variables podria ayudar a definir los protocolos éptimos para

obtener un mayor beneficio. Cabe destacar que existen pocos estudios
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disefiados especificamente para estudiar la importancia de la intensidad del

ejercicio.

Teniendo en cuenta lo expuesto, el estudio de los pardmetros dptimos del
ejercicio especificos para cada sexo puede suponer una mejora en la eficacia del
tratamiento y promover mejores resultados clinicos para todos los pacientes

con TBI.
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2. Marco teorico






2.1. Dano cerebral traumatico

El TBI es una de las principales causas de incapacidad severa y crénica entre la
poblacién mundial. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el TBI es
un dafio cerebral agudo resultado de la aplicacion de energia mecanica en la
cabeza por parte de fuerzas fisicas externas (Holm et al., 2005). El Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos lo define como una
alteracion del funcionamiento normal del cerebro causada por un golpe,
sacudida o herida penetrante en la cabeza (Centers for Disease Control and
Prevention, 2018). En general, las definiciones de TBI coinciden en describirlo
como una alteracion de la funcidn cerebral causada por una fuerza externa
(Menon et al., 2010) que se relaciona con la aparicién de trastornos

neuropsicoldgicos y psiquidtricos (Zaninotto et al., 2018).

2.1.1. Epidemiologia

Por la heterogeneidad de causas y porque los pacientes con traumatismos leves
no suelen buscar atencién médica, es dificil estimar la incidencia del TBI. Sin
embargo, se calcula que cada afo se diagnostican entre 50 y 70 millones de
casos nuevos a nivel mundial (Dewan et al., 2019; Mollayeva et al., 2018). La
incidencia global anual en pacientes pediatricos con TBI (menores de 15 afios)
es de 110 de cada 100.000 personas, mientras que en mayores de 65 afios es de
166 de cada 100.000 personas (Nguyen et al., 2016). Una variable para tener en
cuenta son los factores geograficos, ya que las incidencias mas altas se
encuentran en Estados Unidos y Europa, con 1.299 y 1.012 casos por cada
100.000 personas, respectivamente, y las mas bajas en Africa con 801 casos por

cada 100.000 personas (Dewan et al., 2019). Estas diferencias podrian estar
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relacionadas con el nivel de ingresos medio de cada pais, ya que se ha
observado que la incidencia en paises con ingresos altos (segun division
realizada por el World Bank) es tres veces mayor que la de los paises con
ingresos medios o bajos. El 85% de la poblacion mundial vive en paises con
ingresos medios o bajos donde, ademas, la calidad de los datos de los servicios
de salud no es del todo fiable, por lo que la diferencia en la incidencia puede
deberse a una subestimacién (Dewan et al., 2019). En estos paises con ingresos
medios o bajos, la poblaciéon mas afectada por TBI se encuentra en la edad
adulta y las causas mayoritarias de estos son accidentes de trafico. En cambio,
en los paises con niveles altos de ingresos, la mayoria de los casos son debidos a
caidas en edades avanzadas, aunque también destacan los accidentes de trafico
en la poblacién adulta y las lesiones al realizar deportes y actividades de ocio
(laccarino et al., 2018; Peeters et al., 2015). Esto apunta a la importancia de
factores sociales para la prevencion de este tipo de lesiones. En los paises con
niveles altos de ingresos se ha observado que la existencia de normas de trafico
mas estrictas como medida preventiva hace descender la incidencia de TBIs
causados por accidentes de trafico, y que el aumento de la esperanza de vida en
un pais hace aumentar el nUmero de casos causados por caidas en edades
avanzadas (Maas et al., 2008). En nifos, el TBI representa la mayor causa de
muerte y discapacidad (Sahler & Greenwald, 2012). Las causas mds comunes en
niflos menores de 4 afios son caidas, abusos fisicos y accidentes de trafico, y
entre los 4 y 8 aios destacan las caidas y accidentes relacionados con otros

medios de transporte como las bicicletas (Araki et al., 2017).

Existen diferencias significativas en la incidencia del TBI dependiendo del sexo.
El TBI es un 40% mas comun en hombres (151 cada 100.000) que en mujeres (86
cada 100.000) (Nguyen et al., 2016), aunque esta diferencia acaba

desapareciendo a partir de los 75 afos (Gupte et al., 2019). También existen
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diferencias en las consecuencias del TBI, pero no existe un consenso sobre en
gué sentido. Por un lado, tenemos investigaciones que muestran que, en
general, las mujeres presentan sintomas mas intensos y tardan mas en
recuperarse tras el TBI, y esta diferencia no es explicable por las diferencias a la
hora de realizar autorreportes entre los dos géneros (Bardel et al., 2019; Berz et
al., 2013; Rubin & Lipton, 2019). En contraposicién, encontramos
investigaciones que muestran que las mujeres jovenes presentan una menor
cantidad y gravedad de sintomas y de mortalidad (Berry et al., 2009; Saban et
al., 2011). Estas discrepancias en la severidad de los sintomas del TBIl en
mujeres, que podrian explicarse por el momento del ciclo menstrual en que
ocurre la lesidn, y las fluctuaciones en los niveles hormonales que han
demostrado tener efectos neuroprotectores (Geddes et al., 2016; Guennoun,
2020; Sarkaki et al., 2013). Cuando el traumatismo ocurre durante la fase lutea,
caracterizada por niveles elevados de progesterona, las pacientes suelen
presentar sintomas menores relacionados con el TBI, niveles de estrés mas
bajos o normalizados y mayores niveles de flujo sanguineo cerebral (Y. Chen et

al., 2021; Wunderle et al., 2014).

2.1.2. Clasificacion del TBI

En funcidn de los criterios que tengamos en cuenta o que adoptemos, podemos
hacer distintas clasificaciones del TBI. Segun las caracteristicas mecanicas de la
lesidn, podemos diferenciar entre lesiones abiertas y cerradas. Las lesiones
abiertas se caracterizan por la exposicion directa del cerebro al trauma debido a
la rotura del craneo. Normalmente, vienen causadas por proyectiles y se
pueden subdividir segun la velocidad con la que impactan estos proyectiles; por

ejemplo, desde un golpe con un objeto a baja velocidad hasta un impacto de
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bala (Young et al., 2015). En las lesiones cerradas, el dafio se produce por la
deformacion del cerebro por movimientos bruscos dentro del craneo. Este tipo
de lesiones suele producirse por contusiones contra objetos o por los
movimientos repentinos de aceleracion y desaceleracion (Post & Hoshizaki,

2012).

En funcion de la gravedad de la sintomatologia, el TBI se puede clasificar en
leve, moderado o severo. Globalmente, el TBI leve supone un 81% del total de
casos, mientras que el moderado y el severo suponen un 11% vy un 8%,
respectivamente (Dewan et al., 2019; laccarino et al., 2018). Esta clasificacion se
basa en la Escala de Coma de Glasgow (GCS), con la cual se obtiene una
puntuacion basada en respuestas motoras, verbales y de apertura ocular
(Teasdale & Jennett, 1974). En cada uno de estos ambitos, el paciente puede
obtener una serie de puntos: en apertura ocular, de 1 a 4 puntos; en respuestas
verbales, de 1 a 5 puntos; y en respuestas motoras, de 1 a 6 puntos.
Dependiendo del rango en el que se encuentre la puntuacidén total, el TBI se
clasifica como leve (puntuacidon entre 13 y 15), moderado (entre 9y 12) o
severo (menor o igual a 8) (Najem et al., 2018). Estas puntuaciones
correlacionan de manera positiva con el indice de mortalidad, que aumenta
desde un 1% en pacientes con una puntuacion de 15, hasta un 27% en pacientes

con una puntuacion de 4 (Teasdale et al., 2014).

En funcidn de la extension del dafio, el TBI se clasifica como focal o difuso. El
dano focal se caracteriza por la compresién del tejido cerebral en una zona
concreta, debido a una fuerza externa. La localizacién y severidad del impacto
determinaran la patologia y los déficits asociados al TBI. Entre las heridas
causadas por el dafio focal destacan las contusiones corticales o subcorticales y
los sangrados intracraneales como hematomas subdurales o hemorragias

subaracnoideas (Blennow et al., 2012). El dafio difuso suele deberse a
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aceleraciones y desaceleraciones rapidas que causan desgarros y compresiones
en distintas areas del cerebro, teniendo como consecuencia el dafio axonal. La
naturaleza elastica de los axones hace que durante los movimientos normales
de la cabeza no sufran dafos, pero tras un traumatismo, los axones se rompen
incluso en areas alejadas del impacto, causando el daifio axonal difuso
(Andriessen et al., 2010; Xiong et al., 2013). Si ambos tipos de dafio, focal y
difuso, afectan a las mismas areas, pueden tener consecuencias clinicas
similares, por ejemplo, pérdida de consciencia o coma, asociados al daio en el

diencéfalo o en el tronco del encéfalo (Andriessen et al., 2010).

2.1.3. Consecuencias funcionales del TBI

Los pacientes con TBI pasan por tres fases: una primera, aunque no siempre
presente, en la que el paciente se encuentra en coma; en la segunda, tras
despertar del coma, existe un estado de conciencia alterada denominado
amnesia postraumatica (PTA); y una tercera fase en la que el paciente, con
conciencia normal, puede comenzar la rehabilitacién. No existe una definicion
concreta de PTA, pero suele caracterizarse por unas puntuaciones en la GCS de
14 0 15, unido a los sintomas cognitivos mas comunes como amnesia
anterograda y retrégrada, confusidn, agitacion, asi como problemas de atencidn
y de la funcién ejecutiva (Friedland & Swash, 2016; Marshman et al., 2013). Este
estado alterado de conciencia puede tener duraciones muy variadas, desde dias
hasta meses. El tiempo de duracién puede usarse como indicador de la
gravedad del TBI; cuanto mas tiempo pase el paciente en PTA, mayor sera la
gravedad de los sintomas al salir de esta fase (Briggs et al., 2015; N. Chen &

Batchelor, 2019).
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Tras el periodo de PTA, uno de los sintomas mas referido es la aparicion de
problemas de memoria, concretamente la incapacidad para crear nuevas
memorias a largo plazo o amnesia anterégrada (Azouvi et al., 2017; Palacios et
al., 2013). Los pacientes con TBI obtienen puntuaciones peores en todos los
indices de la prueba Wechsler Memory Scale que los controles sin TBI (Fisher et
al., 2000), y los pacientes con TBI severo obtienen puntuaciones peores que los
pacientes con TBI leve o moderado (Carlozzi et al., 2013). Estos déficits pueden
prolongarse durante afios (Zec et al., 2001) y se deben principalmente a la
afectacién del hipocampo, una estructura especialmente vulnerable (Bartsch &
Wulff, 2015; Williamson & Bilbo, 2013). También son habituales los déficits en la
memoria de trabajo. Técnicas de neuroimagen funcional muestran que durante
este tipo de tareas se activan las mismas regiones cerebrales que en los sujetos
control, pero en mayor grado (McAllister et al., 1999; Plenger et al., 2016), de
manera mas lateralizada en el hemisferio contralateral a la lesién y también se
produce la activacion de areas adyacentes (Christodoulou et al., 2001). Junto
con estas secuelas, también se refieren con menor frecuencia, la irritabilidad, la
lentitud de procesamiento de informacidn y la dificultad de concentracién
(Jourdan et al., 2016). Ademas de las secuelas cognitivas propias del TBI, éste se
asocia comunmente con el trastorno de estrés postraumatico, los trastornos del
estado de animo y los trastornos del suefio. Dentro de los trastornos del estado
de danimo, el mas comun es la depresidon mayor, aunque también son frecuentes
la mania y la hipomania, afectando en gran medida a la recuperacién tras el TBI

(Jorge & Arciniegas, 2014).
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2.1.4. Fisiopatologia del daino cerebral traumatico

En el momento del traumatismo se produce un dafo primario relacionado con
las fuerzas mecanicas generadas por el impacto sobre el tejido y que se
caracteriza por contusiones o laceraciones de la masa cerebral, desgarro de los
axones, falta de riego sanguineo o hemorragias intracraneales subdurales o
subaracnoideas (Ortega-Pérez & Amaya-Rey, 2018). Este dafio primario supone
la muerte de un gran nimero de neuronas por necrosis (Raghupathi, 2004;
Wallach & Kovalenko, 2014). En apenas unos minutos comienza un dafio
secundario mas difuso que puede prolongarse durante meses e incluso afios y
afectar a regiones cerebrales alejadas de la zona impactada (Saatman et al.,
2008; Xiong et al., 2013). El dafo secundario se debe fundamentalmente a dos
procesos iniciados por el dafio primario. En primer lugar, la desregulacion del
flujo de iones y la liberacion de glutamato suponen la activacion de procesos
excitotoxicos que conducen a la muerte neuronal. Por otra parte, se produce
una activacion de procesos inmunitarios que pueden dar lugar a una

inflamacion cronica.

2.1.4.1. Procesos excitotoxicos

La rotura de las membranas celulares produce, en primer lugar, la liberacién
masiva de K* al espacio extracelular (Reinert et al., 2000; Takahashi et al., 1981).
Esto causa la apertura de los canales dependientes de voltaje con la
consiguiente entrada de Ca** y el aumento de su concentracion intracelular
(Barkhoudarian et al., 2011; Blennow et al., 2012). La alta concentracién de Ca*™*
causara la liberacion de glutamato, que, unido al glutamato ya liberado por la

lesidn primaria, aumentara la activacién de sus receptores y la entrada de mas
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Ca*™ a nivel postsinaptico (Belov Kirdajova et al., 2020; Gleichmann & Mattson,
2011). Este aumento de glutamato esta fuertemente relacionado con la muerte
neuronal que puede ocurrir horas o dias después de la lesidon (Gruenbaum et al.,
2022). El exceso de Ca** intracelular puede producir muerte celular
principalmente por dos vias. La primera se debe al aumento de diversas
moléculas como calpainas, caspasas, fosfolipasas y dxido nitrico (Ismail et al.,
2020; Weber, 2012). La segunda via tiene que ver con la entrada de Ca*™* en las
mitocondrias, ya que para el funcionamiento normal de las mitocondrias es
necesario mantener bajos niveles de Ca*™. Cuando estos niveles aumentan, las
mitocondrias dejan de producir ATP e incluso pueden dafarse sus membranas
causando una disfuncién que conduce al consumo de ATP (Walkon et al., 2022;
Weber, 2012) y al aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Feno et al., 2019). La disminucidn de la actividad metabdlica de las
mitocondrias se puede observar hasta 10 dias después del dafio (Cheng et al.,
2012; Hiebert et al., 2015; Hovda et al., 1991). Este déficit energético es
especialmente grave ya que, para compensar la desregulacién idnica se requiere
la activacion de bombas de membrana dependientes de ATP, lo que aumenta la
demanda energética y conduce a un estado de hiperglucemia mediante la
activacion de la glucogendlisis (Shi et al., 2016). Esta crisis energética deja al
cerebro en un estado de vulnerabilidad (Giri et al., 2000). Ademas, el
mantenimiento de la hiperglucemia puede tener efectos adversos como la
neuroinflamacion y el aumento de los niveles de estrés oxidativo (Hermanides

et al., 2018).

Como parte del proceso de glicélisis se produce lactato que, en condiciones
normales, es metabolizado en las mitocondrias. Sin embargo, tras el TBI, el

lactato se acumula tanto intracelular como extracelularmente, lo que puede
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aumentar la permeabilidad de la membrana celular, provocar acidosis y edema

cerebral (Barkhoudarian et al., 2016).

El aumento de Ca** también activa proteasas como la calpaina, que causa la
rotura de microtubulos y la pérdida de la estructura de los neurofilamentos de
los axones (Jamjoom et al., 2021; Beirowski et al., 2005; Christman et al., 1994).
Estas alteraciones afectan el transporte axoplasmatico haciendo que se
acumulen organulos en la zona dafiada y dando lugar a una hinchazén axonal y
posterior axotomia (Hill et al., 2016). Hasta 6 meses tras la lesidn es posible
observar tanto el dafio axonal como la hinchazén, donde se va acumulando
proteina precursora amiloide en el extremo seccionado (X. H. Chen et al., 2004).
La eventual destruccidn de estos bulbos axonales causa la liberacidn al espacio
extracelular de proteina beta-amiloide que se agrega en forma de placas
(Johnson et al., 2013a), observables en el 38% de personas fallecidas por un TBI
entre 6 y 18 dias tras el traumatismo, independientemente de la edad (Roberts
et al., 1991). La acumulacién de estas placas podria explicar la relacién existente
entre haber sufrido un TBI en algin momento de la vida y desarrollar la
enfermedad de Alzheimer en edades avanzadas (Armstrong, 2019; Johnson et

al., 2010; Wang et al., 2019).

2.1.4.2. Respuesta inmunitaria

La respuesta inmunitaria tras el traumatismo comienza con la activacién de los
astrocitos que detectan rapidamente el impacto por sensores mecanosensibles
como canales idnicos de K* o de Ca™ (Michinaga & Koyama, 2021; Sofroniew &
Vinters, 2010). La alteracion de la permeabilidad de la membrana celular para

estos iones genera un aumento en la liberaciéon de ATP, que jugard un papel
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como parte de los patrones moleculares asociados al daino (DAMP). Los DAMPs
también son liberados por las células directamente dafiadas y son reconocidos
por los denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
(McKernan, 2020) que activan mas astrocitos y reclutan células de microglia
hacia la zona de la lesidon (Burda et al., 2016). Los astrocitos activados adquieren
una funcidn fagocitaria que permite eliminar los restos extracelulares (Jones et
al., 2013) y formar una barrera que separa las zonas dafiadas e inflamadas de las
zonas intactas, evitando asi la propagacioén del dafio (M. A. Anderson et al.,
2016). Esta barrera estd compuesta principalmente por astrocitos nuevos

(Wanner et al., 2013).

Ademas de estas funciones beneficiosas, los astrocitos también pueden originar
efectos perjudiciales tras un TBI. Al activarse, liberan NF-kB que promueve la
liberacién de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a, contribuyendo a la
cronificacion del estado inflamatorio, con la consiguiente muerte celular

(Jayakumar et al., 2014).

La activacion de la microglia ocurre minutos tras la lesion y puede persistir de
manera crénica incluso hasta décadas después del traumatismo
(Ramlackhansingh et al., 2011). La microglia puede adoptar dos fenotipos
distintos, uno proinflamatorio y otro antiinflamatorio, o mostrar caracteristicas
de ambos (Loane & Kumar, 2016; Orihuela et al., 2016; Ransohoff, 2016) (Figura
1). El fenotipo pro o antiinflamatorio dependera de las seiales externas que la
activen. Cuando se activa mediante senales proinflamatorias como IFN-y o LPS
(Barrett et al., 2020; Yao et al., 2023) la microglia adquiere actividad fagocitica
para eliminar los restos ocasionados por el TBI (Yamasaki et al., 2014). Este
fenotipo puede ser neurotoxico, liberando citoquinas, neurotransmisores
excitatorios como el glutamato y ROS, lo que puede incrementar el dafio al

tejido y provocar muerte celular (Donat et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 1. Proceso de respuesta inmune por parte de la microglia.

Entre las citoquinas proinflamatorias liberadas por la microglia se encuentran IL-
1B, IL-6, IL-12, TNF-a e IFN tipo 1, que juegan un papel crucial en la respuesta
inflamatoria (Bolte & Lukens, 2021). La exposicidn repetida a altos niveles de
estas senales proinflamatorias puede inducir el cebado microglial (Niraula et al.,

2017) que aumenta la susceptibilidad de la microglia activada en su forma
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proinflamatoria a responder nuevamente a sefales proinflamatorias,
perpetuando una respuesta inflamatoria exagerada (Perry & Holmes, 2014).
Este proceso puede mantenerse cronicamente, extendiendo el dafio a lo largo
del tiempo y persistiendo durante décadas (Johnson et al., 2013b; Tejera et al.,

2019; Witcher et al., 2018).

Las citoquinas liberadas por la microglia también afectan a la barrera
hematoencefdlica (BHE), aumentando su permeabilidad para facilitar el
reclutamiento de otros tipos celulares como los linfocitos T y los macréfagos
(Jassam et al., 2017; Walsh et al., 2014). Estos macréfagos tienen una actividad
fagocitica mds agresiva que la microglia activada, pudiendo incluso iniciar

procesos de desmielinizacion en el cerebro (Yamasaki et al., 2014).

La activacion de la microglia por sefiales antiinflamatorias, como IL-4 o IL-13,
promueve una funcidon neuroprotectora (Francos-Quijorna et al., 2016;
Kolosowska et al., 2019). En este estado, la microglia se relaciona con la
reduccion de procesos proinflamatorios (Huang et al., 2018; Yu et al., 2019), la
remielinizacidon (Miron et al., 2013), la neuroproteccidn (Gaire, 2022; Lalancette-
Hébert et al., 2007; Neumann et al., 2006) y el aumento de la neurogénesis
(Choi etal., 2017; Z. Li et al., 2021; Lilienberg et al., 2022). Estos efectos
beneficiosos se atribuyen a la liberacion de factores de crecimiento como TGF-§,

IGF-1, FGF, NGF y BDNF, entre otros (Palasz et al., 2023).

Existen diferencias en la respuesta inflamatoria tras un TBI segun el sexo. En
estudios con modelos animales se han observado niveles mas altos de agentes
antiinflamatorios en hembras en comparacién con machos (Prajapati et al.,
2023). La evolucion de la respuesta inmunitaria también difiere entre los dos
sexos. En los machos, se ha observado una mayor infiltracion de macréfagos y

una mayor activacion de la microglia durante los primeros dias post-lesién
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(Acaz-Fonseca et al., 2015; Doran et al., 2019). Ademas, en los machos la
activacion de la microglia ocurre de manera mas rapida y abarca tanto formas
proinflamatorias como antiinflamatorias durante los primeros 7 dias después
del TBI, mientras que en las hembras se observa un pico de respuesta
proinflamatoria en la primera semana y un pico de actividad antiinflamatoria a

los 30 dias post-lesion (Villapol et al., 2017).
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Figura 2. Dafio primario y secundario asociado a un TBI.
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2.1.5. Modelos animales de lesion cerebral traumatica

Existen diversos modelos animales para replicar el dafio cerebral traumatico. En
general, estos modelos se han estandarizado en roedores debido a su bajo
coste, su pequeiio tamaino y la posibilidad de homogeneidad genética (Xiong et

al., 2013).

Los principales modelos animales de TBI son:

e Modelo de impacto cortical controlado (CCl): Este es uno de los modelos
animales de TBI mds comunes debido a su alto nivel de controlabilidad y
precision, ademas de su capacidad para adaptarse a distintas especies
animales (Dean et al., 2017). En este modelo, se utiliza un pistén
controlado de manera neumatica o electromagnética que impacta sobre
la duramadre, lo que requiere la realizacidon de una craneotomia. Se
controlan la localizacidn, la profundidad y la velocidad de impacto de la
punta del pistén, asi como el tiempo de permanencia dentro de la zona
de impacto (Osier & Dixon, 2016). Este modelo esta asociado
principalmente con lesiones focales, replicando traumatismos que
podrian ocurrir, por ejemplo, en deportes como el futbol americano (Ma
et al., 2019).

e Modelo de lesidn por percusion de fluidos (FPI): El TBI se produce por el
impacto directo de un liquido contra la duramadre, por lo que se
requiere una craneotomia (Lyeth, 2016). Después de realizar la
craneotomia, se fija un cilindro conectado a un circuito cerrado lleno de
liguido. La activacién de un piston causard un pulso de liquido en el
interior del circuito que producird la lesién (Lifshitz et al., 2016). Este

modelo replica tanto dafios focales como difusos (Ma et al., 2019).
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e Modelos por caida de peso: El impacto se genera al dejar caer
libremente un peso desde una altura controlada (Chakraborty et al.,
2021). Este modelo se utiliza para replicar el dafio producido por caidas o
accidentes de trafico. Puede realizarse mediante dos modalidades: con
craneotomia previa para replicar un dafio focal, o sin craneotomia
utilizando un casco o una lamina de metal o kevlar en la cabeza del
animal para distribuir la fuerza del impacto, provocando asi un daio
difuso (Chakraborty et al., 2021; Ma et al., 2019).

e Modelos de impacto por explosion: Este modelo se emplea para replicar
el daiio cerebral causado por explosiones, particularmente en ausencia
de heridas externas (Ma et al., 2019; Xiong et al., 2013). En este
procedimiento, el animal anestesiado se coloca en un tubo con un
interior acolchado para evitar heridas externas. El tubo esta dividido en
dos zonas separadas por una membrana; en una se coloca al animal y la
otra se llena de gas hasta que la presién causa la rotura de la membrana
de separacion, generando la explosion (Logsdon et al., 2020).
Principalmente, este modelo produce dafio axonal difuso debido al

estiramiento y desgarro de los axones (Blennow et al., 2016).

2.2. Ejercicio fisico

El término "actividad fisica" hace referencia al movimiento del cuerpo causado
por la contraccion de musculos esqueléticos, lo cual resulta en un aumento del
gasto energético del organismo, mientras que el "ejercicio fisico" se refiere a
una serie de movimientos repetitivos, planeados y estructurados para mantener
o mejorar la aptitud fisica (Chodzko-Zajko et al., 2009). Para determinar el nivel

de actividad fisica se utiliza el indice metabdlico de la tarea (MET), siendo 1 MET
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la cantidad de energia gastada en estado de reposo. El sedentarismo se define
como cualquier actividad en vigilia que requiere un gasto energético menor a
1,5 MET (Leiva et al., 2017; Tremblay et al., 2017). Se considera que un gasto
entre 1,5y 3 MET corresponde a una actividad ligera, entre 3y 5,9 MET a una
actividad moderada, y un valor superior a 6 MET se relaciona con una actividad

intensa (Haskell et al., 2007).

A grandes rasgos, podemos distinguir dos tipos de ejercicio fisico: anaerdbico y
aerdbico. El ejercicio anaerdbico es de corta duracién y no precisa de
respiracion aerdbica para la obtencidon de energia, ya que obtiene el ATP a
través del lactato resultante del metabolismo del fosfato de creatina y del
glucégeno (Hargreaves & Spriet, 2020). Ejemplos de ejercicio anaerébico son las
carreras de 100 metros, el lanzamiento de peso y los saltos. El ejercicio aerdbico
es aquel que suele durar desde varios minutos hasta horas y depende de la
oxidacidn de carbohidratos y grasas para obtener ATP. Ejemplos de este tipo de

ejercicio son el ciclismo, correr o nadar (Hargreaves & Spriet, 2020).

El ejercicio fisico tiene numerosos efectos beneficiosos para el organismo
(Hillman et al., 2008; Jakovljevic, 2018; Peluso & Andrade, 2005). La
recomendacion de la OMS para adultos es practicar entre 150 y 300 min
semanales de actividad fisica moderada, o bien entre 75 y 150 min de actividad
vigorosa, o una combinaciéon de ambos (World Health Organization, 2020). Los
multiples beneficios para la salud, tanto fisica como mental, lo convierten en un
candidato ideal para el tratamiento de un TBI. Entre estos beneficios destacan:
un aumento de la neuroplasticidad (Cotman & Berchtold, 2007), mejoras en la
funcién cognitiva (Erickson, 2015), efectos antiinflamatorios (Petersen &
Pedersen, 2005), aumentos en la neurogénesis (van Praag et al., 1999) y
mejoras en la salud mental como la prevencién de trastornos depresivos

(Mammen & Faulkner, 2013) y de ansiedad (E. Anderson & Shivakumar, 2013).
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2.2.1. Modelos animales de ejercicio fisico

En modelos animales de ejercicio fisico, es importante hacer una distincion
entre ejercicio fisico voluntario y forzado. En los modelos de ejercicio
voluntario, el animal escoge el momento, la duracidn y la intensidad del
ejercicio. Habitualmente, el animal corre dentro de una rueda a la que puede
acceder libremente o de forma controlada. Este enfoque permite al animal
realizar la actividad de manera mads similar a como lo haria en la naturaleza,
respetando su ritmo circadiano. La principal caracteristica de los modelos de
ejercicio forzado es que permiten el control sobre variables como la intensidad,
la velocidad y la duracién de ejercicio, pero también suponen una fuente de
estrés para el animal (Leasure & Jones, 2008; Svensson et al., 2016). Se ha
observado consistentemente un aumento de marcadores relacionados con el
estrés en animales después de realizar ejercicio fisico forzado (Rostami et al.,
2021; Svensson et al., 2016). Estos modelos también requieren una mayor
implicacion de los investigadores y a menudo rompen el ritmo circadiano de los

animales (Dudek & Meng, 2014; Sasaki et al., 2016; X. Wu et al., 2011).

Cada modelo de ejercicio forzado tiene caracteristicas especificas. Entre los mas
utilizados destacan: la rueda de ejercicio forzado, en la que el animal corre en
una rueda motorizada donde el movimiento de la rueda obliga al animal a
correr sin necesidad de estimulos aversivos (Garrigos et al., 2021); la cinta de
correr, que ademas permite controlar el nivel de inclinacidn y a veces se utiliza
con shocks eléctricos para evitar que el animal deje de correr (Perrino et al.,
2011; Yan et al., 2022); y la natacion forzada, que aprovecha la habilidad innata
de ratas y ratones para nadar (Commons et al., 2017; Molendijk & de Kloet,

2022; Yankelevitch-Yahav et al., 2015).
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2.2.2. Efectos del ejercicio fisico tras un dafio cerebral traumatico

El ejercicio fisico como tratamiento ha mostrado tener un efecto beneficioso
sobre diversas funciones cognitivas y de salud en pacientes tras un TBI
(Cobianchi et al., 2017). Por ejemplo, se han observado mejoras significativas en
areas visuoespaciales, de lenguaje y memoria, correlacionadas con un aumento
en el pico de VO,, una medida de salud cardiovascular que suele reducirse tras
un TBI (Chin et al., 2015; Mossberg et al., 2007). Otro estudio reporté mejoras
cognitivas en aprendizaje visual, auditivo y asociativo después de un programa
de ejercicio (Grealy et al., 1999). Sin embargo, otros estudios observan que,
pese a que el ejercicio mejora la salud cardiovascular (Bateman et al., 2001) y
aspectos como el equilibrio, el tiempo de reaccion y la calidad del sueio
(Damiano et al., 2016), no siempre se observan beneficios cognitivos. El ejercicio
fisico también ha demostrado ser capaz de mejorar el estado de animo en
pacientes con TBI, reduciendo los sintomas asociados a la depresién (Gordon et
al., 1998). Ademads, esta mejoria esta presente a corto y a largo plazo,

comenzando a observarse a partir de la semana 4 (Weinstein et al., 2017).

En modelos animales, aunque en general se ha observado un efecto beneficioso
del ejercicio fisico a nivel cognitivo tras un TBI, existen resultados dispares. Asi,
ha mostrado reducir los déficits de memoria en tareas de reconocimiento de
objetos (Jacotte-Simancas et al., 2015; Amords-Aguilar et al., 2020; Martinez-
Drudis et al., 2021; Sdnchez-Martin et al., 2024), tareas de memoria espacial
(Griesbach et al., 2009; Itoh et al., 2011b), tareas de evitacién pasiva (Chou et
al., 2018; S.-E. Kim et al., 2010) y tareas de memoria de trabajo (Mychasiuk et
al., 2016). Sin embargo, también existen trabajos en los que el tratamiento no
ha generado efecto (Shen et al., 2013; Taguchi et al., 2019). Algunas

investigaciones muestran que tanto el ejercicio fisico voluntario como el forzado
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proporcionan beneficios similares (Belviranli & Okudan, 2019; Lin et al., 2021;

Lin et al., 2015a; Lin et al., 2015b), mientras que otras sugieren que el ejercicio

voluntario (Eldomiaty et al., 2020; Ke et al., 2011) o el forzado (Hayes et al.,

2008; Leasure & Jones, 2008) tiene un mayor efecto beneficioso. Esta disparidad

de resultados subraya la necesidad de estudiar los parametros éptimos para

obtener un mayor beneficio.

2.2.3. Parametros relevantes del ejercicio fisico como tratamiento tras

un dafo cerebral traumatico

Uno de los parametros relevantes en la determinacion del efecto del ejercicio

fisico es la intensidad. El control de la intensidad de ejercicio de los animales

requiere protocolos de ejercicio forzado. Esta modalidad de ejercicio se ha

estudiado previamente como intervencion en modelos animales de TBI (Tabla

1).
Referencia Sujetos Sexo Tipo Modelo de Resultados Resultados
de ejercicio conductuales histolégicos
TBI
J. Chen et Ratones 3 ccl EF en cinta Reduccién de los Reduccién de los
al., 2023 C57BL/6 motorizada (15 déficits causados por niveles de muerte
J m/min, 30 min) el TBI en aprendizaje celulary
comenzando 3 espacial, novedad neurodegeneracion.
dias tras el CCI. social y ansiedad.
Chouetal., Ratas SD 3 FPI EF en rueda Reduccidn de los Aumento de la
2018 motorizada (30 déficits causados por expresion de HSP20,

m/min, 60 min),
comenzando 4
dias tras el FPI.
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Referencia Sujetos Sexo Tipo Modelo de Resultados Resultados
de ejercicio conductuales histoldgicos
TBI
D. -H. Kim Ratas SD é CCl EF en cinta Reduccién de los Reduccién de
etal., 2010 motorizada (8 déficits causados por diversos factores
m/min, 30 min), el TBI en la memoria causantes de muerte
comenzando 2 de evitacion. celular por apoptosis.
dias tras del CCI.
Griesbach Ratas SD a8 FPI EF (20 min) y EV - Ningun tipo de
et al., 2012 en rueda ejercicio realizado
motorizada, inmediatamente tras
comenzando la lesion produce
inmediatamente aumentos de BDNF.
tras la lesion El EV aumenta los
(entre 3y 5 horas niveles de cortisol
tras la FPI). Unicamente tras la
primera sesion.
El EF aumenta los
niveles de cortisol
tras cada sesion.
Griesbach Ratas SD 3 FPI EF (20 min) rueda - El EV produce un
et al., 2014 motorizada y EV aumento de BDNF.
en rueda, El EF no produjo
comenzando 4 aumento de BDNF,
semanas tras el pero si de hormonas
FPI. relacionadas con el
estrés.
Itoh et al., Ratas W J ccl EF en cinta - Aumento de los
2011a motorizada (22 precursores
m/min, 30 min) neuronales.
tras el CCl.
Itoh et al., Ratas W 3 CCl EF en cinta Reduccién de los Reduccién de la
2011b motorizada (22 déficits en la muerte neuronal por
m/min, 30 min) memoria espacial. apoptosis.
tras el CCI.
Karelina et Ratones a8 CCl EF en cinta Reduccién de Aumento en la
al., 2021 SW motorizada a dos conductas proliferaciény

intensidades (8 y
15 m/min)
comenzando 3
dias tras el CCl.

relacionadas con la
ansiedad y mejoras
en memoria espacial
relacionada con
hipocampo en el
grupo a 15 m/min.

supervivencia de
nuevas neuronas.
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Referencia Sujetos Sexo Tipo Modelo de Resultados Resultados
de ejercicio conductuales histoldgicos
TBI
Shen et al., Ratas SD I ccl EF en cinta de Unicamente EF 8 Aumento de los
2013 correr m/min produjo niveles de BDNF
motorizada (8 o mejoras significativas Unicamente en EF 8
12 m/min de memoria. m/min.
durante 30 min)
comenzando 1
dia tras el CCI.
Taguchi et Ratas W 38 TBI EF en cinta Ambos grupos de Aumento de la
al., 2019 por motorizada (5 ejercicio empeoraron reaccion
punz m/min). los déficits motores proinflamatoria al
ada comenzando 1 o del TBI. comenzar el ejercicio
2 dias tras el TBI alas24 hdela
lesion.
White et Ratones 3y ccl EF en cinta Hembras disminuyen Hembras obtienen
al., 2023 SW Q motorizada (8, 15 los déficits cognitivos mejoras en la
020 m/min) a todas las respiracion

comenzando 3
dias tras el CCI.

intensidades.
Machos disminuyen
los déficits a
intensidades bajas,
pero no a altas.

mitocondrial a una
intensidad bajay
moderada de
ejercicio.

Machos no presentan
esta mejoria e incluso
muestran un
empeoramiento a
intensidades altas.

Tabla 1. Investigaciones previas que utilizan como tratamiento ejercicio fisico forzado en

modelos animales de dafio cerebral. EF: ejercicio forzado, EV: ejercicio voluntario, W: Wistar,

SD: Sprague-Dawley, SW:Swiss-Webster.

En general, todas las investigaciones de la Tabla 1 utilizan como control

animales sedentarios que, pese a ser introducidos en la misma maquina de

ejercicio forzado, esta no se activa. El uso de modelos de ejercicio forzado

también permite, y en ocasiones requiere, el uso de un entrenamiento a una

intensidad mas baja de la deseada para acostumbrar al animal al ejercicio. La

importancia de un entrenamiento previo, especialmente con el objetivo de

investigar intensidades altas, reside en el aumento de la capacidad aerdbica en
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el individuo ademas de habituar al animal al espacio y procedimiento del
ejercicio para evitar una respuesta de estrés (Hgydal et al., 2007). Este
entrenamiento en modelos animales de TBI se puede llevar a cabo previamente
a lalesion (Chou et al., 2018; Karelina et al., 2021; Shen et al., 2013; White et al.,
2023), posterior a la lesion (J. Chen et al., 2023; Itoh et al., 201143, 2011b), o no
llevarse a cabo (D. -H. Kim et al., 2010; Taguchi et al., 2019). Cabe destacar que
para controlar el estrés que puede suponer la exposicidon a la maquina en la que
se realiza el ejercicio forzado, en algunas de las investigaciones los animales que
serviran de control también pasan por el entrenamiento (Chou et al., 2018; Itoh

et al, 20113, 2011b; Shen et al., 2013; White et al., 2023).

Como puede observarse en la Tabla 1, se han utilizado protocolos de ejercicio
muy diversos. En general, las investigaciones con ejercicio forzado tras un TBI
encuentran beneficios conductuales en el aprendizaje de evitacion (Chou et al.,
2018; D. -H. Kim et al., 2010), en la memoria espacial (J. Chen et al., 2023; Itoh
et al., 2011b), en la preferencia por la novedad social y en la ansiedad (J. Chen
et al., 2023) y beneficios observados a nivel histolégico como aumento de
factores neuroprotectores o de la neurogénesis (J. Chen et al., 2023; Chou et al.,
2018; Itoh et al., 2011a, 2011b; D. -H. Kim et al., 2010). Existen pocas
investigaciones donde se estudie el efecto de dos o mas intensidades tras un
TBI. Utilizando un CCl en ratas macho (Shen et al., 2013), se ha observado que el
ejercicio fisico a baja intensidad (8 m/min) produce un mayor aumento en los
marcadores de plasticidad neuronal en el hipocampo que el producido por el
ejercicio de intensidad alta (12 m/min). Esta investigacion encontré mejores
resultados en pruebas cognitivas y mayores niveles de BDNF en el hipocampo
contralateral en los animales que realizaban ejercicio a intensidad baja
comparados con los animales que no realizaban ejercicio tras la lesion.

Utilizando ratones macho y ejercicio en cinta a dos intensidades (8 y 15 m/min),
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Karelina et al. (2021) observd que Unicamente la intensidad mas alta produce
una reduccion significativa de los déficits de memoria espacial. A nivel
histolégico observaron que el ejercicio a ambas intensidades producia una
reduccion en la cantidad de microglia activada, y una mayor proliferaciény

supervivencia de neuronas nuevas en el hemisferio contralateral a la lesion.

Hasta la fecha, solo encontramos una investigacion que utilice tanto machos
como hembras para estudiar el efecto de la intensidad del ejercicio fisico. En
este estudio, en ratones, se ha evaluado el efecto de tres intensidades de
ejercicio fisico, 8, 15y 20 m/min sobre el aprendizaje y la memoria en el
laberinto de Barnes (White et al., 2023). Los resultados muestran que los
efectos cognitivos, metabdlicos y sobre la expresion génica dependen de la
intensidad del ejercicio y del sexo. A nivel cognitivo, en los ratones hembra
todas las intensidades produjeron una mejora moderada en la fase de
adquisicion, pero ningun efecto en la retencién. En machos, solo las
intensidades baja y moderada produjeron una mejora significativa en la fase de
aprendizaje y la intensidad elevada supuso un deterioro en la prueba de
memoria. En cuanto al volumen de la lesidén, en hembras no se detectaron
efectos y en machos la intensidad moderada redujo el volumen de la lesion. En
cuanto al metabolismo, en hembras la respiraciéon mitocondrial basal aumenté
con el ejercicio a baja intensidad mientras que en machos se observé una
disminucion de esta variable con ejercicio a alta intensidad. En machos, el
ejercicio a una intensidad moderada también redujo marcadores de estrés
oxidativo tanto en plasma como en el cerebro, mientras que en hembras el
ejercicio no tuvo ningun efecto. En cuanto a la expresion génica, no se
detectaron efectos relevantes en hembras mientras que en machos el ejercicio
de baja intensidad supuso un aumento en la expresion de genes relacionados

principalmente con la plasticidad, la diferenciacidn y la migracién neuronal.
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2.2.4. Mecanismos de accion

El efecto beneficioso del ejercicio fisico sobre la cognicion se debe a una
combinacion de efectos neuroprotectores y neuroreparadores producidos por la
mejora cardiovascular, la mejora en la funcién mitocondrial, los efectos
antiinflamatorios, la modulacidn de factores neurotréficos y el incremento en la
neuroplasticidad (Figura 3). La realizacion de ejercicio fisico provoca la
liberacion de exerquinas (Safdar et al., 2016; Watkins et al., 2024) por parte de

los musculos esqueléticos, el corazén o el higado (Chow et al., 2022).

TBI

Ejercicio fisico

Exerquinas
Neuroproteccién

® Aumento de la supervivencia neuronal
® Reduccion de factores apoptoéticos

L ]

Aumento de factores troficos
* Mejoras en la funcién mitocondrial

[ ]

Efecto antiinflamatorio Neuroreparacién

* Mejoras cardiovasculares

e Aumento de la neurogénesis

—> e Aumento de la neuroplasticidad
® Regeneracion de axones

L. s

Figura 3. Beneficios del ejercicio fisico tras un TBI.
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2.2.4.1. Mecanismos neuroprotectores

El ejercicio fisico produce un aumento significativo de la angiogénesis y del flujo
sanguineo (Lou et al., 2022; Wightman et al., 2015). La angiogénesis implica la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los ya existentes (Vallon et
al., 2014) y estd relacionada con la liberacién de microRNA por parte del higado
y del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) por el musculo
esquelético (Melincovici et al., 2018). La produccién de VEGF parece estar
vinculada a la produccién de lactato durante el ejercicio fisico y su accidn sobre
el receptor HCAR1, involucrado en la angiogénesis, la reduccion de la actividad
fagocitica de la microglia y la neurogénesis (Kennedy et al., 2022; Morland et al.,
2017; Nicola et al., 2022). El VEGF se ha visto relacionado con una reduccién de
la zona lesionada y con un mayor numero de neuronas sanas en modelos

animales de daio cerebral (Feng et al., 2008; Y. Sun et al., 2003).

Tras un TBI, se observa un empeoramiento inicial del flujo sanguineo cerebral a
los 3-6 meses, seguido de una mejora significativa entre los 6 y 12 meses,
directamente asociada con mejoras en las funciones cognitivas (Gaggi et al.,
2023). El ejercicio fisico puede mejorar el flujo sanguineo cerebral que se
correlaciona con mejoras en las habilidades cognitivas tanto en pacientes con
enfermedades neurodegenerativas como en pacientes con enfermedades
cardiacas (Bracko et al., 2020; Ibrahim et al., 2021; Ovsenik et al., 2021). Esta
relacion puede deberse a que un aumento del flujo sanguineo conlleva una
mayor capacidad de suministro de oxigeno y sustratos hacia el cerebro, factores
de vital importancia para reducir el impacto de la lesién secundaria tras un TBI

(Bouzat et al., 2013; Siwicka-Gieroba et al., 2022).

Durante el envejecimiento normal, tras lesiones isquémicas y tras un TBI, la

funcidon mitocondrial tiende a deteriorarse, contribuyendo a la senescencia
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celular, la disfuncién de células madre y a procesos de inflamacién crdnica (Qian
et al., 2024; N. Sun et al., 2016). El ejercicio fisico mejora la funcidon mitocondrial
tanto en el musculo ejercitado como en tejidos distantes, como el cerebro
(Memme et al., 2021; Steiner et al., 2011). Este efecto se atribuye a la liberacién
de irisina, IL-6 y lactato durante el ejercicio (Heo et al., 2023). Se ha observado
que el ejercicio fisico es capaz de mejorar el funcionamiento de las mitocondrias
sanas (Memme et al., 2021), de proteger la funcién mitocondrial mediante la
reparacion o eliminacion de mitocondrias dafiadas y de aumentar la sintesis de
nuevas mitocondrias (Sorriento et al., 2021). Como ya hemos explicado, este
efecto del ejercicio fisico sobre la funcidon mitocondrial depende de la intensidad

y del sexo (White et al., 2023).

El ejercicio fisico también actia como un agente antiinflamatorio en todo el
organismo. En animales con TBI, este efecto provoca una disminucion de la
reactividad de la microglia (Amords-Aguilar et al., 2020; C. K. Kim et al., 2022). El
ejercicio fisico aumenta los niveles de mioquinas antiinflamatorias como IL-6
gue al inhibir la liberacién de TNF-a e IL-1B8 y promover la liberaciéon de IL-10,
tiene efectos neuroprotectores (Docherty et al., 2022; Kawanishi et al., 2010;

Scheffer & Latini, 2020; Zhang et al., 2020).

Otro mecanismo neuroprotector se relaciona con el aumento de BDNF que se
encuentra en varias partes del cerebro, especialmente en el hipocampo
(Bekinschtein et al., 2014; Lu et al., 2014). El ejercicio fisico aumenta los niveles
de BDNF que puede cruzar la BHE y sumarse al producido en el cerebro
(Renteria et al., 2022). En modelos animales de TBI se ha observado que este
aumento de BDNF esta ligado a mejoras cognitivas (Chou et al., 2018; Griesbach
et al., 2004). El efecto neuroprotector del BDNF se produce al unirse al receptor
TrkB desencadenando una cascada de sefiales intracelulares que incluye dos

vias principales (Wurzelmann et al., 2017). En primer lugar, la activacion de la
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via PI3K/Akt que promueve la supervivencia celular y previene la apoptosis. En
segundo lugar, la activacion de la via MAPK/ERK que esta involucrada en la
promocion de la supervivencia celular y en la regulacién de la plasticidad

sindptica.

2.2.4.2. Mecanismos neuroreparadores

Los efectos beneficiosos del ejercicio se relacionan con un aumento de la
neurogénesis. Las células a partir de las cuales surgen las nuevas neuronas se
denominan células madre o progenitoras neurales (NSPCs). Estas células son
consistentemente observables en mamiferos en dos zonas cerebrales
especificas: el area subventricular (ZSV) en las paredes de los ventriculos
laterales y el giro dentado (GD) de la formacidn hipocampal (Braun &
Jessberger, 2014; Cameron & Glover, 2015). Las NSPCs son activadas por
diversas sefiales e inician su proliferacion y diferenciacion (Kempermann et al.,
2004) a través de seis fases identificables mediante marcadores especificos
(Figura 4). Aunqgue se generan continuamente nuevas neuronas tanto en la ZSV
como en el GD, no todas estas neuronas sobreviven y se integran en los
sistemas existentes (Kempermann et al., 2003). De hecho, en las regiones
hipocampales donde migran las nuevas neuronas, se han observado altos
niveles de células apoptdticas (Biebl et al., 2000). La supervivencia de estas
neuronas parece estar fuertemente vinculada a la experiencia individual del

animal (Tashiro et al., 2006).

El ejercicio fisico ha mostrado consistentemente promover la neurogénesis en
animales tras un TBI (Jacotte-Simancas et al., 2015; Amorés-Aguilar et al., 2020).

Se ha demostrado que este aumento en la neurogénesis esta mediado por la
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activacion de TrkB y IL-4 (Ben-Zeev et al., 2022; Zhang et al., 2021). El
incremento de IL-4 (Hasanli et al., 2021) activa la microglia que libera BDNF en
el hipocampo (Zhang et al., 2021). El BDNF activa los receptores TrkB lo que
induce la proliferacion de nuevas neuronas en el GD (Numakawa et al., 2018). El
bloqueo de los receptores TrkB inhibe estos efectos beneficiosos del ejercicio
fisico (Y. Li et al., 2008) subrayando la importancia de esta via en los beneficios

cognitivos y neuronales del ejercicio.

DN%

Célula granular  Célula granular

NSPC Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 inmadura madura

L T T A\ T )

Nestina

GFAP
DCX
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Figura 4. Proceso de neurogénesis y marcadores de las distintas etapas.

El BDNF también promueve la plasticidad neuronal, la formaciéon y
mantenimiento de nuevas sinapsis (Belzung & Wigmore, 2013; Lu et al., 2005),
asi como la regeneracion de axones seccionados y el crecimiento de neuritas

después de una lesion (McGregor & English, 2019). Los efectos del BDNF sobre
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el crecimiento de axones y neuritas son dosis-dependientes, ya que dosis bajas
promueven la formacidon de dendritas y regeneracion de axones, mientras que

dosis altas inhiben estos efectos (Boyd & Gordon, 2002).

El VEGF es otra de las neurotrofinas que aumenta con el ejercicio fisico. La
activacion del receptor VEGFR-2 presente en las NSPCs (Jin et al., 2002; Wittko-
Schneider et al., 2013) aumenta la neurogénesis. Ademas, el aumento ya
comentado de la angiogénesis (Kennedy et al., 2022; Morland et al., 2017;
Nicola et al., 2022) mejora el suministro de oxigeno y nutrientes a los

precursores neuronales y a las nuevas neuronas facilitando su supervivencia.

2.3. Memoria de reconocimiento de objetos

Los problemas de memoria son frecuentemente reportados por familiares y
pacientes tras un TBI. Una de las pruebas utilizadas en humanos para evaluar
estos déficits de memoria es la comparacioén visual emparejada que se
fundamenta en el principio de que los estimulos nuevos captan mas recursos
atencionales tanto en humanos (Eizenman et al., 2019; Ernst et al., 2020;
Horstmann & Herwig, 2016) como en animales (Berlyne et al., 1966;
Chrzanowska et al., 2022; Straube et al., 2003). Cuando se realiza esta prueba se
compara el tiempo durante el cual una persona observa una imagen nuevay
una imagen vista previamente (Crutcher et al., 2009). Este tipo de memoria se
considera memoria episddica que es el tipo de memoria que hace referencia al
recuerdo de hechos especificos en su contexto temporal y espacial (Squire,
2004). En modelos animales, esta memoria se evalla cominmente con la tarea
de reconocimiento de objetos (ORT) que se basa en la tendencia natural de los

roedores a explorar mas tiempo objetos nuevos que familiares cuando se
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presentan simultdneamente (Bevins & Besheer, 2006; Blaser & Heyser, 2015).
Aunque existen multiples variaciones en la ORT, en general se empieza con unas
fases de habituacion al espacio donde se presentaran los objetos, seguidas de
una sesién de adquisicidn, donde se presentan dos objetos idénticos para
explorar y de una sesion de retencion, donde uno de los objetos es reemplazado
por otro nuevo (Leger et al., 2013). Este esquema general puede modificarse,
por ejemplo, para aumentar el componente espacial de la prueba presentando
en la fase de retencidn los mismos objetos que los utilizados en la adquisicidn,

pero cambiando la posicidn de uno de ellos.

En modelos animales de TBI se ha observado de manera consistente déficits de
memoria de reconocimiento de objetos en los animales lesionados (Jacotte-
Simancas et al., 2015; Amords-Aguilar et al., 2020; Rachmany et al., 2017;
Saykally et al., 2012) y que el ejercicio fisico es capaz de reducir estos déficits
(Jacotte-Simancas et al., 2015; Amords-Aguilar et al., 2020; Sdnchez-Martin et

al., 2024).

Tradicionalmente las dos estructuras que mas se han relacionado con la
memoria de reconocimiento de objetos son la corteza perirrinal y el hipocampo
(Cohen & Stackman Jr., 2015; Warburton & Brown, 2015). La corteza perirrinal
se encuentra en la parte ventromedial del I6bulo temporal, estad rodeada por la
corteza entorrinal y la corteza parahipocampal, y es de vital importancia para el
reconocimiento visual tanto en animales como en humanos (Albasser et al.,
2009; Ramos & Vaquero, 2005; Suzuki & Naya, 2014). La lesidn bilateral de esta
estructura produce déficits de memoria en la ORT cuando no tienen un
componente espacial (Barker & Warburton, 2011). El hipocampo, que en
humanos se encuentra en la zona medial del I6bulo temporal y en roedores

directamente bajo el neocédrtex, se ha asociado con la memoria de
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reconocimiento de objetos con un fuerte componente espacial (Barker &

Warburton, 2011; Winters et al., 2004).

Se ha propuesto que en la ORT la informacidn del "qué" se procesa en la corteza
perirrinal, mientras que la informacién del "dénde" se procesa en las cortezas
parahipocampal y entorrinal. La funcién del hipocampo seria combinar la
informacién del "qué" y del "donde". No obstante, en los ultimos afos ha
aumentado el debate sobre si el hipocampo esta directamente involucrado en la
codificacion de los recuerdos del "qué". Cohen y Stackman Jr (2015) proponen
un modelo cualitativo segun el cual la informacidon adquirida mediante la
exploracion del objeto durante la adquisicidon se almacena temporalmente en la
corteza perirrinal formando un recuerdo “débil”. El aumento de la exploracién
durante la sesién de adquisicidon supone una acumulacién progresiva de la
informacion sobre el objeto que, superado un determinado umbral, se
transfiere al hipocampo formando una memoria episddica. Esta transferencia
implica multiples sinapsis neuronales por lo que requiere de algun tiempo para
ser completada y explicaria la implicacién del hipocampo segin aumenta la

demora entre la adquisicion y la prueba de retencion.
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3. Hipotesisy
objetivos






3.1. Hipétesis

Existe cierto consenso sobre el potencial terapéutico del ejercicio fisico tras un
TBI, sin embargo, no esta claro cudles son los parametros éptimos para
conseguir un mayor beneficio cognitivo. La bibliografia existente sugiere que
intensidades demasiado elevadas podrian no sdlo dejar de ser beneficiosas, sino
que incluso podrian llegar a resultar perjudiciales. Ademas, algunos trabajos
sugieren que existen diferencias entre las ratas macho y hembra en la tendencia
natural a realizar actividad fisica, ademds de una adaptacion distinta al mismo.
Con todo ello, nuestra hipotesis de trabajo es que el ejercicio fisico posterior al
traumatismo podra reducir los déficits de memoria asociados al TBI, pero
solamente a intensidades bajas o moderadas. Ademas, la intensidad dptima
para obtener dicho beneficio sera distinta en machos y hembras. Este beneficio
cognitivo se deberd a una reduccién en la muerte neuronal y un aumento en la

neurogénesis.

3.2. Objetivos
Los objetivos especificos de la presente investigacidn son:

1. Evaluar el efecto del ejercicio fisico a diferentes intensidades (8, 12y 16
m/min) sobre:
a. el déficit de memoria a corto y largo plazo (ORT) producido por el
TBI,
b. la neurodegeneracién (volumen hipocampal y densidad de
neuronas maduras) asociada al TBI,
c. la neurogénesis (hUmero de neuronas jovenes).

2. Evaluar las diferencias en la intensidad 6ptima en funcidn del sexo.
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4. Métodos






4.1. Etica y bienestar animal

El procedimiento experimental se ha llevado a cabo siguiendo la normativa de la
Unidn Europea en cuanto a las disposiciones legales, de reglamento y
administrativas respecto a la proteccidon de animales utilizados en la
experimentacion y otras finalidades cientificas (2010/63/UE, de 22 de
septiembre de 2010), y segun el decreto del Estado Espafiol (Real Decreto
1386/2018, de 19 de noviembre de 2018) que regula los aspectos éticos y de
cuidado de los animales para la experimentacion. El experimento ha sido
aprobado por la Comisién de Etica en Experimentacion Animal y Humana
(CEEAH) de la Universitat Autonoma de Barcelona y por la Generalitat de

Catalunya (n2 de orden 9734/1).

4.2. Sujetos

Para esta investigacion se usaron un total de 136 ratas albinas de la cepa
Sprague-Dawley, suministradas por Prolabor (Barcelona), de las cuales 72 eran
machos y 64 hembras. Todos los animales pasaban por una cuarentena tras la
cual, con 8 semanas de edad, eran estabulados individualmente en jaulas de
plastico transparente (48 x 26 x 20 cm) en una sala con temperatura (20 — 24 °C)
y humedad (40 — 70%) controladas y un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (luz: de
08:00 h a 20:00 h).

Los animales disponian de agua ad libitum y durante todo el experimento se
limitd la comida a 3 pellets diarios para los machos y a 2.5 para las hembras, lo
cual no representa una dieta hipocaldrica, ya que es una cantidad superior a la

gue necesitan para mantener el peso adecuado a su edad. Esta limitacion de
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comida se realizd debido a que en nuestro laboratorio hemos constatado que el
acceso ilimitado a comida esta asociado a un exceso de ingesta y a una

tendencia a la obesidad, especialmente en animales sedentarios.

Durante los 2 dias posteriores a la estabulacién, los animales se manipulaban
durante unos 5 min diarios para habituarlos a las manipulaciones
experimentales posteriores. Al terminar cada una de estas sesiones, se realizaba
una habituacion a la ingesta de crema de cacao y avellanas (Nutella®, Ferrero,
Alba, Italia) que era el medio utilizado para la administracion de analgésico por
via oral antes de la intervencidn quirurgica (Abelson et al., 2012). Para ello, se
situaba en la pared interior de la jaula, a unos 5 cm del suelo, una cinta adhesiva

con 0.5 g de crema de avellanas y cacao.

El dia de la operacién los animales eran asignados aleatoriamente a una de las
siguientes condiciones experimentales (Figura 5): intervencion Sham y condicién
sedentaria (grupos Sham), lesién por CCl y condicidn sedentaria (grupos
Thi_Sed), lesién por CCl y ejercicio fisico a una velocidad de 8 m/min (grupos
Thi_Exe_8), 12 m/min (grupos Thi_Exe_12) o 16 m/min (grupos Tbi_Exe_16). En
todas las condiciones experimentales habia tanto machos como hembras 'y, por

tanto, los animales se distribuyeron en 10 grupos.

. 4 7 11 14 18 21 25 2
Thi_Exe_12

Thi_Exe_16

Sh_am

Thi_Sed Condicion sedentaria

Figura 5. Linea temporal de los procedimientos experimentales.

Grupos
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4.3. Intervencidn quirurgica

El sexto dia tras la separacion, los animales se sometieron a una intervencién
quirurgica para realizar el TBI mediante un modelo de CCI. Para prevenir el dolor
postoperatorio, 1 h antes de la intervencidn, los animales ingerian
voluntariamente una mezcla de pasta de cacao y buprenorfina (Buprex®,
Indivior, Irlanda) a una concentracion de 0.2 mg/g de Nutellay a una dosis de
0.4 mg/kg de peso corporal. Este procedimiento analgésico esta validado en
ratas (Goldkuhl et al., 2010) y explicado detalladamente por Abelson et al.
(2012).

Tras la ingesta, los animales se llevaron a la sala de operaciones. La induccién de
la anestesia se realizaba en una caja de metacrilato (20 x 13 x 13 cm) con una
mezcla de isoflurano al 5% (IsoFlo, Ecuphar, Porto Salvo, Portugal) en un flujo de
2 I/min de oxigeno durante 5 min. Después de la induccidn, los animales se
fijaron al aparato estereotaxico (David Kopf Instruments, California, USA) por el
canal auditivo. Durante toda la intervencidn los animales estaban sobre una
manta eléctrica para evitar una posible hipotermia y la anestesia era mantenida
con isoflurano al 2% en un flujo de oxigeno de 1 I/min que circulaba por medio
de una mascara situada en el hocico del animal. Cuando la rata estaba colocada
en el aparato de estereotaxia, se administraba una gota de cloruro de sodio
0.9% (FisioVet® B. Braun Medical S.A., Espafia) en cada ojo, se procedia a
rasurar la parte superior de la cabeza y se aplicaba lidocaina (Xilonibsa®, 10
mg/pulsacion, Inibsa Dental S.L.U., Barcelona, Espafia) topicamente. Después de
controlar que los animales no tuvieran reflejo interdactilar ni palpebral, se
realizaba un corte sagital de unos 1.5 cm con un bisturi para dejar expuesto el
craneo. A continuacion, se limpiaba usando hisopos y suero fisiolodgico con el

objetivo de facilitar la visualizacion de las suturas craneales y de los puntos
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Bregma y Lambda. Después, se realizaba una craneotomia de 5 mm de didmetro
sobre el [6bulo parietal derecho en el punto medio entre Bregma y Lambday a 3

mm lateral (Paxinos & Watson, 2007), dejando intacta la duramadre (Figura 6).

A

Linea media

Area dela
craneotomia

h 4

Bregma
Lambda

N

N

Figura 6. Dibujo de la localizacién de la craneotomia.

A los animales de los grupos con TBI (Tbi_Sed, Thi_Exe 8, Thi_Exe 12y
Tbi_Exe_16) se les realizaba una lesién por medio de un dispositivo de CCl
(Pittsburgh Precision Instruments, Inc, USA) con un piston de 3 mm de diametro
inclinado 15° respecto a la vertical. Dicho pistén impactaba sobre la duramadre
a una velocidad de 6 m/s, desplazandola 2 mm durante 150 ms (Figura 7). Tras
este paso, se suturaba la piel y se aplicaba una solucién bactericida (Topionic,
Reig Jofré, S.A., Barcelona Espaia). Los animales de los grupos Sham pasaban
por todas las fases de la intervencién (anestesia, incisién, craneotomia y sutura)
a excepcion del impacto mediante el dispositivo mecanico. Se realizaba un
control postoperatorio los dias 1y 3 posteriores a la operacidn, para asegurarse

de que no existia ninguna complicacion. Tres dias después de la intervencion
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quirurgica, los animales eran estabulados por parejas en jaulas idénticas a las
gue estaban antes de la operacidn con el objetivo de evitar el estrés por
aislamiento, controlando siempre que las parejas fueran del mismo sexo. Para la
estabulacion por parejas se esperaban estos tres dias con el fin de evitar que los
animales se quitaran los puntos de sutura entre ellos. Los puntos eran extraidos
cuando la herida estaba completamente cerrada, aproximadamente entre 7 y

14 dias después de la operacion.

Figura 7. Dispositivo de CCl acoplado al aparato de estereotaxia.
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4.4. Ejercicio fisico

4.4.1. Ruedas de actividad motorizadas

Cuatro dias tras la operacion, los animales de los grupos de ejercicio fisico
comenzaban el tratamiento. Para controlar la intensidad del ejercicio fisico se
utilizé un modelo de ejercicio forzado en rueda de actividad. Con este fin, se
motorizaron ruedas de ejercicio voluntario (37 cm de didmetro, Rat Wheel,
ENV-042, Med Associates, Inc., USA) que teniamos en nuestro laboratorio
(Figura 8). Para ello se unié, mediante una correa de transmisién, un motor por
pasos al eje de la rueda y se utilizé un microprocesador (Arduino® Uno, Arduino
SA, Chiasso, Switzerland) para controlar los programas de ejercicio previamente
programados. A través de una pantalla se visualizaban los distintos programas
de ejercicio que eran seleccionados con tres botones. Ademads, un
potencidmetro permitia bajar en tiempo real la velocidad en caso necesario. En
el interior de las ruedas se afiadieron unas barreras que impedian que los
animales pudieran dar una vuelta completa sujetos a las barras del suelo,
asegurando que hacian ejercicio al ritmo marcado por el movimiento

automatico de las ruedas.

Figura 8. Ay B: Ruedas de ejercicio fisico voluntario adaptadas para su uso en el modelo de

ejercicio forzado.
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4.4.2. Programas de ejercicio fisico forzado

Los animales en los programas de ejercicio corrian durante 26 min al dia, cinco
dias a la semana, durante 4 semanas. Los primeros dias la duracion y la
intensidad del ejercicio aumentaba progresivamente hasta alcanzar los valores
objetivo. Estos entrenamientos eran comunes para todos los animales de los
grupos de ejercicio durante los 6 primeros dias (Figura 9). El grupo Thi_Exe_8, a
partir del dia 7 comenzaba el programa a 8 m/min con el que continuaria hasta
el final del experimento. El grupo Tbi_Exe_12 realizaba el programa a 8 m/min
el dia 7, y el octavo dia comenzaba con el programa a 12 m/min. Por ultimo, el
grupo Tbi_Exe_16, realizaba el programa a 8 m/min el dia 7, del dia 8 al 10 el
programa de 12 m/min, y el dia 11 comenzaba el programa de ejercicio a 16

m/min (Figura 10).

Los animales sedentarios (de los grupos Sham y Tbi_Sed) se introducian en la
rueda durante la misma cantidad de tiempo que los animales de los grupos de
ejercicio, pero sin seleccionar ningun programa de ejercicio fisico y con la rueda

blogueada para que no pudieran correr de manera voluntaria.
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Figura 9. Programa de entrenamiento al ejercicio forzado en la rueda por el que pasaban todos

los animales de los grupos de ejercicio desde el dia 1 al 6. Los animales de los grupos Shamy

Tbi_Sed eran introducidos en la rueda durante la misma cantidad de tiempo, pero con esta

bloqueada.
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Figura 10. Programas de ejercicio de cada grupo.

4.5. Tarea de reconocimiento de objetos

Durante la ultima semana de ejercicio, 29 dias después de la cirugia, los
animales realizaron la ORT. Esta prueba se realizé durante cuatro dias 'y
consistid en tres sesiones de habituacién a la caja de entrenamiento, una de
neofobia, una de adquisicién y dos sesiones de retenciénalas3 hy 24 h
después de la adquisicion (Figura 11). Para esta tarea, se utilizé una caja
cuadrada (65.5 x 65.5 x 35 cm) abierta por la parte superior, de conglomerado y
forrada de melamina de color marrén oscuro. La caja experimental estaba
situada dentro de una caja de aislamiento (157 x 71.5 x 71.5 cm) que tenia una

luz fluorescente en el techo que proporcionaba 30 luxes de iluminacidn en el
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centro de la base de la caja. Un extractor permitia la renovacion del aire y
proporcionaba un ruido blanco constante. Todas las sesiones de ORT se
grabaron con una camara de video situada en el centro del techo de la caja de

aislamiento.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
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N
Neofobia

Retencion 3 h

Figura 11. Sesiones de la tarea de memoria de reconocimiento de objetos.

Se utilizaron 4 tipos de objetos (Figura 12): uno para la neofobia (construccién
con piezas de Lego) y otros 3 (construccidn con piezas de Lego, lata de bebiday
colgador) para las sesiones de adquisicion y de retencién. Estos ultimos objetos
tenian aproximadamente el mismo tamafio y, en pruebas piloto, se habia
descartado la posible existencia de preferencia espontanea hacia alguno de

ellos.

Para evitar posibles pistas olfativas, la caja y los objetos eran limpiados después
de cada sesidén con una solucidn de agua destilada y alcohol al 70%. En la

primera sesion, la limpieza se realizaba antes de empezar.
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Habituacion

Los animales realizaban 3 sesiones de habituacion a la caja. En el primer dia de
la ORT, se realizaban dos sesiones, la segunda 90 min después de la primera. La
tercera sesion se realizaba al dia siguiente. En estas sesiones, los animales se
situaban en el centro de la caja experimental sin ningun objeto. Se dejaba a los
animales 12 min de libre exploracion. Durante estas sesiones se registro la

distancia recorrida.

Neofobia

Pasados 90 min desde la tercera sesidon de habituacién, se realizaba una prueba
de neofobia con el objetivo de evaluar la reactividad emocional ante un objeto
nuevo en la caja experimental. En esta sesion, se situaba en el centro de la caja
un objeto fijado al suelo con cinta adhesiva para impedir que el animal lo
moviera. Se colocaba a la rata dentro de la caja, de espaldas al objeto, y se
dejaba 10 min de libre exploracién. Se media la latencia a la primera exploracién

del objeto y el tiempo total de exploracion.

Adquisicion

Veinticuatro horas después de la tercera sesion de habituacién, se realizaba la
sesion de adquisicidn. Para esta prueba se colocaban 2 objetos idénticos en las
esquinas posteriores de la caja experimental a una distancia de 10 cm de las
paredes. Los objetos estaban pegados al suelo con cinta adhesiva para impedir
gue fueran movidos. Se colocaba a la rata dentro de la caja, mirando hacia la
pared opuesta a los objetos, y se dejaba que explorara por un periodo de 15
min. Se media el tiempo de exploracion de cada objeto. Se consideraba
exploracion si el animal tocaba el objeto con el hocico o cuando su cabeza

estaba orientada hacia el objeto y su hocico a menos de 2 cm.
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Retenciodn a las 3 horas

Tres horas después de la sesion de adquisicion, los animales realizaban la
primera sesion de retencion. En esta sesion, se colocaba en las esquinas
posteriores de la caja experimental y a 10 cm de las paredes, un objeto utilizado
en la sesidon de adquisicidon (objeto familiar) y otro diferente que el animal no
habia visto anteriormente (objeto nuevo). Se colocaba el animal en la caja
mirando hacia el lado opuesto a los objetos y se dejaba que los explorase
durante 5 min. Se media el tiempo de exploracion a cada objeto. Como esta
prueba se basa en la tendencia natural a explorar objetos nuevos, se espera que
un animal que recuerde el objeto familiar explore durante mds tiempo el objeto

nuevo.

Retencion a las 24 horas

La segunda sesion de retencidn se realizaba 24 h después de la adquisicion. Se
mantenian las mismas condiciones que en la primera sesidn de retencidon en
cuanto al procedimiento, el lugar de colocacién de los objetos y la duracién de
la sesidn. Se utilizaban 2 objetos: el mismo objeto de la sesién de adquisicién
(objeto familiar) y otro distinto al presentado en la primera retencién (objeto
nuevo). Se cuantificaba el tiempo de exploracién de cada objeto. La posicién del

objeto familiar se intercambiaba entre las dos retenciones.

Se utilizaron 3 pares de objetos idénticos durante la adquisicién y las dos
retenciones, y un objeto distinto en la sesién de neofobia. Con el fin de
controlar la posible preferencia tanto por el objeto como por su localizaciéon
(derecha o izquierda), se contrabalancearon los objetos y su posicion de
acuerdo con un criterio previamente establecido e idéntico para todos los

grupos experimentales.
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Figura 12. Objetos usados en la tarea de reconocimiento de objetos. A: objeto usado en la

neofobia y B, Cy D: objetos usados en la adquisicion y en las retenciones.

Para analizar los resultados y determinar el recuerdo del animal por el objeto

familiar se calculd el siguiente indice de discriminacion:

Tiempo de exploraciéon del objeto nuevo — Tiempo de exploracion del objeto familiar
indice de discriminacién = - — - - — - — x 100
Tiempo de exploraciéon del objeto nuevo + Tiempo de exploraciéon del objeto familiar

Este indice de discriminacion permite comparar las diferencias entre el tiempo
de exploracién del objeto nuevo y del familiar sin la influencia del tiempo total
de exploracién (Akkerman et al., 2012). Valores similares a cero indican que el
animal ha explorado por igual el objeto familiar y el nuevo, por lo que podemos
interpretar que no recuerda el objeto familiar. Valores positivos distintos a cero,
indican que el animal ha explorado durante mas tiempo el objeto nuevo,

indicando que recuerda el objeto familiar.

Dado que para esta tarea es imprescindible la exploracion de los objetos, se
establecio un criterio minimo de 10 s de exploracidn en la sesion de adquisicién

para incluir a los sujetos en los anadlisis (Akkerman et al., 2012).

65



4.6. Eutanasia y fijacion del tejido

Tras la Ultima sesidon de retencion, los animales fueron eutanasiados con una
sobredosis de pentobarbital sédico (Dolethal, 200 mg/kg, Ventoquinol S.A.,
Madrid, Espafia) administrada por via intraperitoneal. Cuando el animal dejaba
de presentar reflejo interdactilar, se realizaba un corte en la cavidad abdominal
para dejar expuesto el corazon y perfundir intracardiacamente con
paraformaldehido al 4% (PFA, Sigma-Aldrich, Madrid) mediante una bomba de
perfusion (J.P. Selecta, S.A. Barcelona, Espaifa) a 28 rpm con un caudal
aproximado de 70 ml/min. El caudal se mantenia hasta que el higado mostraba
un aspecto libre de sangre y las extremidades presentaban rigidez muscular,
momento en el cual se procedia a extraer el cerebro (Gage et al., 2012; J. Wu et

al., 2021).

Los cerebros se dejaban 3 h a 4 °C en solucion de PFA al 4% para su postfijacion.
A continuacion, se realizaban tres lavados de 20 min cada uno con tampdn
fosfato (PB, pH=7.4, 0.1M) y se conservaban a 4 °C en una solucion
crioprotectora de sacarosa al 30% en PB durante aproximadamente 3 dias.
Cuando los encéfalos estaban saturados de sacarosa, se congelaban
sumergiéndolos en isopentano (2-metilbutano, Sigma-Aldrich) entre -40 °Cy -60
°C durante 2 min. Finalmente, se conservaban en un congelador a una
temperatura de -80 °C hasta el momento en que habian de ser seccionados.
Para poder identificar los hemisferios, se realizaba una sefial en el hemisferio

contralateral a la lesion.
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4.7. Obtencion de muestras

Se realizaron diferentes pruebas histoldgicas. Se utilizo la tincidn con violeta de
cresilo para la evaluacién del volumen hipocampal. Para cuantificar el nUmero
de neuronas maduras, se utilizd la técnica inmunohistoquimica de NeuN y para
evaluar la neurogénesis utilizamos la inmunohistoquimica de DCX. Estos
procedimientos requieren muestras de tejido en condiciones diferentes y, por
ello, se recogieron secciones coronales en portaobjetos para la tincidén con
violeta de cresilo y secciones coronales que se conservaron en free-floating en

solucidn anticongelante para las inmunohistoquimicas.

Los cerebros se seccionaron con un grosor de 40 um mediante un criostato
(Shandon Criotome FSE, Thermo Electron Corporation). Se realizaron series de
10 cortes equidistantes a partir de la coordenada -0.72 mm y hasta la
coordenada -5.52 mm respecto a Bregma (Paxinos & Watson, 2007). De cada
serie, el primer corte se colocaba en un portaobjetos y los 9 restantes se
colocaban en placas de pocillos en free-floating. Cuando se acababa una serie,
se empezaba con la siguiente utilizando el mismo procedimiento: el primer
corte se colocaba en el mismo portaobjetos y los cortes restantes en los mismos
pocillos. De esta manera, la distancia entre los cortes en cada portaobjetos era
la misma y cada pocillo contenia una serie de secciones equidistantes. Todas las
muestras obtenidas se conservaban en un congelador a -20 °C en solucion

anticongelante hasta el momento de su uso.

4.8. Analisis del volumen hipocampal: Violeta de cresilo

En los animales lesionados, se evalud el volumen del hipocampo dorsal de cada

hemisferio a lo largo de toda la extensidn de la lesidn y en el grupo Sham, desde
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la coordenada -1.72 mm hasta -5.52 mm respecto a Bregma (Paxinos & Watson,
2007). Los cortes que estaban en portaobjetos se sumergieron en una solucion
de violeta de cresilo al 0.5% (Cresyl Violet acetate, Sigma-Aldrich) y
posteriormente se deshidrataron pasando por soluciones de etanol a
concentraciones crecientes. Finalmente, se cubrieron con un cubreobjetos
usando el medio de montaje DPX (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaia). Tras este
proceso, se dejaron secar durante aproximadamente 3 dias y se conservaron a

temperatura ambiente.

Las secciones teiidas fueron digitalizadas utilizando un escaner (HP Scanjet
G4050, HP Inc., California, USA). Posteriormente, se utilizé el software de
analisis de imdagenes Fiji (Schindelin et al., 2012) para dibujar el contorno del
hipocampo dorsal de cada hemisferio (Figura 13) y obtener el drea en mm? del
hipocampo en cada seccidn. A partir de estas areas, se estimd el volumen de los
hipocampos utilizando el método de Cavalieri. Este método se emplea para
obtener una estimacion del volumen de una estructura a partir de imagenes
paralelas bidimensionales de la misma (Karaca et al., 2020). Consiste en
multiplicar la superficie de la regién de interés en una seccion plana por la
distancia hasta la siguiente seccion, permitiendo inferir el volumen de Ia
estructura entre ambas secciones. Al sumar los resultados de todas las

secciones, se infiere el volumen total de la estructura de interés.

Para determinar la pérdida de volumen hipocampal ipsilateral, sin la influencia
del nimero de secciones analizadas en cada sujeto, se calculé la ratio
interhemisférica del volumen hipocampal (relacién, en porcentaje, entre el
volumen del hipocampo ipsilateral y el volumen del hipocampo del hemisferio
contralateral). Valores estadisticamente inferiores a 100 indican que el volumen
de la estructura es mas pequeiio en el hemisferio ipsilateral. Valores similares a

100 indican que no hay diferencias en el volumen entre los dos hemisferios.
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Figura 13: Ejemplo del area cuantificada del hipocampo dorsal. En verde el contorno del

hipocampo contralateral a la lesién y en rojo el del ipsilateral.

4.9. Analisis de la densidad neuronal y de la neurogénesis

Para determinar la pérdida de neuronas maduras asociada a la lesidn, se realizd
la inmunohistoquimica NeuN en el hilus del giro dentado y en la corteza
perirrinal que son regiones implicadas en la ORT (Balderas et al., 2015). Esta
proteina es un marcador especifico de neuronas maduras que se localiza en el
nucleo y citoplasma perinuclear de la mayoria de las neuronas maduras del SNC

(Duan et al., 2016).

Para determinar la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo se realizé el
procesamiento inmunohistoquimico de DCX. La DCX es una fosfoproteina no

observable en las neuronas adultas y que se asocia a microtubulos en neuronas
inmaduras. Esta proteina se expresa desde pocos dias tras del nacimiento de la

nueva célula, hasta unas 2-3 semanas (Zhao et al., 2008).
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4.9.1. Inmunohistoquimica de NeuN y de DCX

Para cada sujeto y marcador utilizado se realizé un muestreo aleatorio de la
serie de secciones coronales. Los procedimientos se realizaron con el método de
la estreptavidina-biotina y el revelado con DAP y niquel. Tras seleccionar los
cortes en free floating, estos se pasaban por 5 lavados de 5 min con TBS (Tris
Buffer Saline, HCl 50mmol/L, pH 7.6) para eliminar los restos de anticongelante
en el que se conservaban. Posteriormente, se sumergian en una solucion de
H,02(0.3%), metanol (70%) y agua destilada, con el objetivo de hacer reaccionar
las peroxidasas enddgenas del tejido. Nuevamente, se pasaban por bafos de
TBS y TBS-T (TBS y un 1% de Triton, Thermo Scientific Chemicals) para luego
realizar una incubacién en una solucidn de sérum fetal bovino al 10% (Fetal
Bovine Bovine Serum, Sigma Aldrich) y BSA al 0.3% (Bovine Serum Albumin,
Sigma Aldrich) en TBS-T con el objetivo de bloquear uniones inespecificas. A
continuacion, se realizaba la incubacién con el anticuerpo primario (NeuN:
mouse anti-NeuN, MAB377, Sigma, concentracion 1:500; DCX: rabbit anti-DCX,
Ab18723, Abcam, concentracién 1:4000) durante toda la noche a4 °Cy en
agitacion a 80 rpm. En cada inmunohistoquimica se colocaba un pocillo que
servia como control con secciones de varios sujetos distintos y sin anticuerpo
primario. El marcaje en estas secciones de control indicaria que el anticuerpo
secundario no se une exclusivamente al anticuerpo primario y, por tanto,
invalidaria la prueba. A dia siguiente, se realizaba una serie de lavados con TBS-T
y a continuacion la incubacion con el anticuerpo secundario (NeuN: goat anti-
mouse IgG, SAB4600004, Sigma, concentracion 1:1000; DCX: goat anti-rabbit,
A16114, Fisher, concentracion 1:500) durante 1 h. Después de nuevos lavados
en TBS-T, se procedia a la incubacién con estraptavidina (1:3600, Streptavidin-
HRP, PerkinElmer, Boston, USA) diluida en TBS-T, que se une a la biotina del

anticuerpo secundario para el posterior revelado en DAB (DAB substrate kit
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peroxidase with nickel, Vector Laboratories, California, USA). Tras nuevos
lavados, los cortes eran montados en portaobjetos y deshidratados con
disoluciones de etanol progresivamente mas altas (50%, 70%, 95% y 100%).
Finalmente se aplicaba Histoclear (Histoclear, national diagnostic, Georgia, USA)
y se colocaba el cubreobjetos usando como medio de montaje Histomount

(Histomount, national diagnostic, Georgia, USA).

4.9.2. Cuantificacion de células NeuN+

Para la cuantificaciéon de células NeuN+, se tomaron microfotografias del hilus
del giro dentado del hipocampo y de la corteza perirrinal con una cdmara
fotografica (Canon EQOS 6D, Canon Inc., Tokio, Japdn) unida a un microscopio
(Zeiss Axio Imager.A1l, Zeiss Group, Oberkochen, Alemania) con un objetivo de
x10. En total se utilizaron entre 2 y 5 secciones de cada sujeto entre las
coordenadas -2.76 a -4.20 mm para el hipocampo y -2.92 a -4.80 para la corteza
perirrinal, respecto a Bregma (Paxinos & Watson, 2007). De cada seccidn se
realizaron fotografias parciales para posteriormente realizar un mosaico con el
programa de analisis de imagenes Fiji (Schindelin et al., 2012) y obtener una

panoramica completa de cada estructura (Figura 14).
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Figura 14. Proceso para la obtencién de una panordamica de las regiones de interés a partir de

las microfotografias parciales.

Para la cuantificaciéon de células NeuN+ en la corteza perirrinal se realizé una
estimacion aplicando los principios de estereologia. Mediante el software de
analisis de imagenes Fiji trazamos el drea de la region de interés (ROI) de la
corteza perirrinal y se realizé un muestreo aleatorio y sistematico de la misma,
generando una cuadricula posicionada aleatoriamente sobre la imagen. Se
seleccionaba 1 de cada 25 cuadrantes (disectores) para su cuantificacion (Figura
15). Cada disector tenia un area de 1246 um?2. Se cuantificaron el nimero de
disectores que se encontraban en el interior de la ROl y el nimero de células en

el interior de esos disectores. En el caso de las células que tocaban un borde de
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los disectores, Unicamente se contaban las que coincidian con el borde superior
y el borde derecho (lados de inclusidn). Se calculé la densidad neuronal en cada

seccion mediante la siguiente ecuacion:

Densidad neuronal Numero de neuronas contadas

corteza perirrinal Numero de disectores * Area de un disector

Para la cuantificacidon de células NeuN+ en el hilus del hipocampo, dada su poca
densidad neuronal, se cuantificaron manualmente todas las neuronas en el
interior de la ROI. Utilizando la superficie de la ROl y la cantidad de neuronas se

calculd la densidad neuronal de cada seccién mediante la siguiente férmula:

Densidad neuronal Numero de neuronas contadas

hipocampo Area de la estructura

Después de la obtencidon de la densidad neuronal, calculamos para cada corte

de cada estructura la ratio interhemisférica siguiendo la siguiente ecuacion:

Densidad neuronal de la estructura ipsilateral

Ratio interhemisférica = - x 100
Densidad neuronal de la estructura contralateral

Finalmente, se calculd la ratio interhemisférica media para cada estructuray

sujeto.
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Figura 15. A: Imagen de la corteza perirrinal y B: detalle de la ROl establecida (amarillo) y de los

disectores con los lados de inclusidn (verde) y exclusion (rojo).

4.9.3. Cuantificacion de células DCX+

La cuantificacién de células DCX+ en el giro dentado del hipocampo
contralateral se realiz6 directamente mientras se visualizaban los cortes a través
de la cdmara DSLR (Canon EOS 6D, Canon Inc., Tokio, Japdn) acoplada a un
microscopio (Zeiss Axio Imager.Al, Zeiss Group, Oberkochen, Alemania) y
utilizando un objetivo de x10. Se seleccionaron entre 3 y 4 cortes de cada sujeto
entre las coordenadas -2.76 mm y -4 mm respecto a Bregma (Paxinos & Watson,
2007) y se contaron las células marcadas (Figura 16). Para cada sujeto se calculd

la media de células DCX+.
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Figura 16. A: Imagen del giro dentado del hipocampo con marcaje DCX y B: magnificacion para

la cuantificacion de células DCX+.

4.10. Analisis de los datos

Los datos fueron analizados con el programa R Versién 3.6.3 (R Core Team,
2022) con el apoyo del software jamovi (The jamovi project, 2023). Se realizaron
graficos box-plot para detectar la existencia de outliers en cada una de las
variables estudiadas que, si fueron posteriormente confirmados con pruebas t-
test para una muestra, se eliminaron de los andlisis correspondientes. Se
realizaron pruebas t-test para una muestra para determinar si los indices de
discriminacién y las ratios interhemisféricas eran estadisticamente diferentes a
su valor de referencia. Para analizar las diferencias entre grupos se realizaron,
separadamente en machos y hembras, analisis de la variancia (ANOVA)
aplicando la correccién de Finner (Finner, 1993) para comparar todos los grupos
lesionados con los correspondientes grupos sham, y los grupos con ejercicio con
los correspondientes grupos lesionados sedentarios. Para estudiar la evolucion
entre sesiones de habituacién en la ORT, utilizamos un ANOVA de medidas

repetidas.
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5. Resultados






5.1. Sujetos

De la muestra inicial de 136 sujetos, 5 sujetos murieron durante la intervencion
quirurgica y 1 posteriormente. La muestra final fue de 130 sujetos (machos:
Sham n=13, Tbi_Sed n= 16, Thi_Exe 8 n=12, Tbi_Exe_12 n=15y Tbi_Exe_16 n=
12; hembras: Sham n= 14, Tbi_Sed n=12, Tbi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12n=12y
Tbi_Exe_16 n=12).

5.2. Evolucion del peso

La evolucion del peso fue similar en todos los grupos. En machos no observamos
ningun efecto del grupo experimental, pero si de la semana (F(4,256)=1710.325,
p<0.001). Observamos aumentos de peso entre semanas consecutivas [Semana
1-Semana 2 (p<0.001), Semana 2-Semana 3 (p<0.001), Semana 3-Semana 4
(p<0.001) y Semana 4-Semana 5 (p<0.001)]. En hembras encontramos una
evolucién similar [factor semana (F(s,212)=936.507 , p<0.001)], con aumentos
entre semanas consecutivas [Semana 1-Semana 2 (p<0.001), Semana 2-Semana
3 (p<0.001), Semana 3-Semana 4 (p<0.001) y Semana 4-Semana 5 (p<0.001)]
(Figuras 17 y 18).
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Peso (Machos)

500
450
400
350
300 Sham
8 u Thi_Sed
E 250
g ® Thi_Exe_8
200 B Thi_Exe 12
B Thi_Exe_16
150
100
50
0

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
Figura 17. Medias + SEM del peso a lo largo del experimento, en machos. Diferencias
significativas marcadas con * (p<0.05) (Sham n=13, Thi_Sed n=16, Tbi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12
n=15y Tbi_Exe_16 n=12).

Peso (Hembras)

500
450
400
350
300 Sham
3 *  Thi_sed
€ 250 |
g mThi_Exe_8
500 | = - B Thi_Exe 12
W Tbi_Exe_16
150
100
50
0

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
Figura 18. Medias + SEM del peso a lo largo del experimento, en hembras. Diferencias
significativas marcadas con * (p<0.05) (Sham n=14, Tbi_Sed n=12, Thi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12
n=12 y Thi_Exe_16 n=12).
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5.3. Tarea de reconocimiento de objetos

5.3.1. Habituacion

En machos, el ANOVA de medidas repetidas mostré una evolucion significativa
de la distancia recorrida a lo largo de las sesiones de habituacion (F(2,126)=108.66,
p<0.001) (Figura 19) que depende de la condicion experimental (F(s 126)=2.79,
p=0.007). Sin embargo, una vez realizadas las correcciones por comparaciones
multiples, se observd que todos los grupos disminuian la distancia recorrida
entre la primera y segunda sesiones de habituacidon [Sham (p=0.01), Thi_Sed
(p=0.01), Tbi_Exe_8 (p=0.01), Thi_Exe_12 (p=0.01), Tbi_Exe_16 (p=0.01)] y la
mantenian entre la segunda y tercera sesiones.

Distancia recorrida durante la habituacidén (Machos)

40

35

30

25
Sham

mTbi_Sed

Thbi_Exe_8
B Thi_Exe_12

15 mTbi_Exe_16

10

Habituacion 1 Habituacién 2 Habituacion 3

Figura 19. Medias + SEM de la distancia recorrida en las sesiones de habituacién, en machos.
*: diferencias significativas (Sham n=13, Tbi_Sed n=16, Tbi_Exe_8 n=12, Thi Exe 12 n=15y
Tbi_Exe_16 n=12).
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En el caso de las hembras (Figura 20) sélo se observd un efecto significativo del
factor sesidn (F(2,112=757.51, p<0.001). Todos los grupos redujeron la distancia
recorrida entre la habituacidn 1y la habituacidon 2 (p<0.001), pero no entre las

sesiones de habituacién 2y 3.

Distancia recorrida durante la habituacion (Hembras)

40

35

30

25
Sham
mThi_Sed

20
Thi_Exe_8

Metros

W Thi_Exe_12

15 mThi_Exe_16

10

Habituacion 1 Habituacion 2 Habituacion 3

Figura 20. Medias + SEM de la distancia recorrida en las sesiones de habituacién, en hembras.
*: diferencias significativas (Sham n=14, Tbi_Sed n=12, Thi_Exe_8 n=12, Tbi_Exe_12 n=12y
Thi_Exe_16 n=12).

5.3.2. Neofobia

Tanto en machos como en hembras, no se observaron diferencias entre grupos
ni en el tiempo de exploracién (Figura 21) ni en la latencia de la primera

exploracion (Figura 22).
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Tiempo exploracion durante la neofobia

250
200
T Sham
w
S 150 W T m Thi_Sed
c
% Thi_Exe_8
& 100 1
B Tbi_Exe_12
W Thi_Exe_16
50
0

Machos Hembras

Figura 21. Medias + SEM del tiempo de exploracion (Machos: Sham n=13, Thi_Sed n=15,
Tbi_Exe_8 n=11, Thi_Exe_12 n=15y Thi_Exe_16 n=12. Hembras: Sham n=14, Tbi_Sed n=8,
Thi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12 n=12 y Tbi_Exe_16 n=12).

Latencia de la primera exploracién en la

neofobia
30
25
v
S T m Thi_Sed
15
% : T Thi_Exe_8
“ 10 - m Thi_Exe_12
B Thi_Exe_16
5
0
Machos Hembras

Figura 22. Medias + SEM de la latencia de la primera exploracion durante la neofobia (Machos:
Sham n=11, Tbi_Sed n=13, Thi_Exe_8 n=10, Thi_Exe_12 n=13 y Thi_Exe_16 n=11. Hembras:
Sham n=14, Thi_Sed n=11, Thi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12 n=12 y Thi_Exe_16 n=11).
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5.3.3. Adquisicidn

No se encontrd ningun efecto significativo al analizar el tiempo de exploracion

total durante la adquisicidn (Figura 23).

Tiempo exploracion durante la adquisicion

250
200 T
T Sham
wv
g 150 T - m Thi_Sed
c
50 Tbi_Exe_8
100
< mThi_Exe 12
B Thbi_Exe 16
50
0
Machos Hembras

Figura 23. Medias + SEM del tiempo de exploracion durante la adquisicion (Machos: Sham
n=13, Thi_Sed n=16, Thi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12 n=15y Thi_Exe_16 n=12. Hembras: Sham
n=14, Tbi_Sed n=11, Tbi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12 n=12y Tbi_Exe_16 n=12).

5.3.4. Retencionalas3 h

Todos los grupos experimentales, excepto los Thi_Sed de cada sexo,
presentaron indices de discriminacion superiores a 0 [machos: Sham (t(12=6.43,
p<0.001), Thi_Exe_8 (t(9=4.55, p=0.001), Thi_Exe_12 (t14)=5.51, p<0.001) y
Tbi_Exe_16 (t9)=4.44, p=0.002); hembras: Sham (t(12)=3.70, p=0.003), Thbi_Exe_ 8
(t(11=7.39, p<0.001), Thi_Exe_12 (t(10=4.02, p=0.002) y Thi_Exe_16 (t(9=6.06,
p<0.001)] (Figura 24).
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En machos se detectaron diferencias entre grupos (F4,59=2.60, p=0.045),
concretamente el indice de discriminacion del grupo Tbi_Sed fue inferior al del

Sham (p=0.021).

El andlisis en hembras también detecté diferencias entre grupos (F(4,53=5.05,
p=0.002). En concreto, los grupos con lesién y tratados con ejercicio fisico
presentaron un indice de discriminacidn superior al grupo Thi_Sed [Tbi_Exe_8

(p=0.007), Tbi_Exe_12 (p=0.007), Thbi_Exe_16 (p=0.007)].

Retencidnalas 3 h

45 b b
*
*
40 ( b
* %
g | ] :
(8]
2 30 Sham
% 25 * % * B Thi_Sed
é 20 ] T T Thi_Exe_8
© mThi_Exe_12
g 15 [ _Exe_
E 10 B Thi_Exe_16
5 -[
0 , M

Machos Hembras

Figura 24. Medias + SEM del indice de discriminacion de la retencidn a las 3 h. *: Diferencias
significativas respecto al valor de referencia (0); a: diferencias significativas respecto al grupo
Sham de su mismo sexo; b: diferencias significativas respecto al grupo Thi_Sed de su mismo
sexo (Machos: Sham n=13, Thi_Sed n=16, Tbi_Exe_8 n=10, Tbi_Exe_12 n=15y Thi_Exe_16
n=10. Hembras: Sham n=13, Tbi_Sed n=12, Thbi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12 n=11y Tbi_Exe_16
n=10).
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5.3.5. Retencion alas 24 h

Los indices de discriminacion (Figura 25) fueron distintos de 0 en los grupos
Sham (t(12)=4.19, p=0.001), Thi_Exe_8 (t(5)=8.23, p<0.001) y Thi_Exe_12
(t(13=3.64, p=0.003) en machos, y en todos los grupos salvo el Tbi_Sed en
hembras [Sham (t(12=4.72, p<0.001), Thi_Exe_8 (t(11)=2.76, p=0.018), Thi_Exe_12
(t(10=11.09, p<0.001) y Tbi_Exe_16 (t(8)=6.26, p<0.001].

En cuanto al ANOVA, en machos encontramos diferencias entre grupos
(F(a,57=4.03, p=0.006), en concreto el indice de discriminacién del grupo Thi_Sed
fue inferior al de los grupos Sham (p=0.048) y Tbi_Exe_8 (p=0.007). En hembras,
también se observaron diferencias entre grupos (F(s,51)=4.03, p=0.006),
concretamente el indice de discriminacion del grupo Tbi_Sed fue inferior al de

los grupos Sham (p=0.010) y Thi_Exe_12 (p=0.007).

Retencion a las 24 h

45

b b
40 * .
T *
5 % [
(@] *®
0]
2 30 ( . . , Sham
g 25 1 T B Thi_Sed
a
E 20 Tbi_Exe_S
o 15 W Thi_Exe_12
= a
a .
E 10 B Thi_Exe_16
5 L
0

Machos Hembras

Figura 25. Medias + SEM del indice de discriminacion de la retencidn a las 24 h. *: Diferencias
significativas respecto al valor de referencia (0); a: diferencias significativas respecto al grupo
Sham de su mismo sexo; b: diferencias significativas respecto al grupo Thi_Sed de su mismo
sexo (Machos: Sham n=13, Thi_Sed n=16, Thi_Exe_8 n=9, Thi_Exe_12 n=14 y Thi_Exe_16 n=10.
Hembras: Sham n=13, Tbi_Sed n=11, Tbi_Exe_8 n=12, Thi_Exe_12 n=11y Thi_Exe_16 n=9).
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5.4. Volumen del hipocampo

Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que el volumen del
hipocampo dorsal ipsilateral (Figuras 26 y 27) era significativamente menor al
del contralateral en todos los grupos con TBI [machos: Thi_Sed (t(13)=-4.45,
p<0.001), Tbi_Exe_8 (t(11)=-7.92, p<0.001), Tbi_Exe_12 (t(14)=-9.21, p<0.001),
Tbi_Exe 16 (t(11)=-8-29, p<0.001); hembras: Tbi_Sed (t(11)=-14.48, p<0.001),
Tbi_Exe_8 (t(11=-8.85, p<0.001), Thi_Exe_12 (tz1)=-9.11, p<0.001), Tbi_Exe_16
(t(10)=-8.62, p<0.001)].

Volumen hipocampal

120

100 = T
O
9
:.:J__-’ 80 a Sham
k%] * a
g % m Thi_Sed
by a a a a a a _
s % T * £ 3 Thi_Exe_8
% T T * * I_EXxe_
5 40 B Thi Exe 12
=
& B Tbi_Exe_16

20

0

Machos Hembras

Figura 26. Medias + SEM de la ratio interhemisférica del volumen hipocampal. *: Diferencias
significativas respecto al valor de referencia (100); a: diferencias significativas respecto al
grupo Sham de su mismo sexo (Machos: Sham n=12, Thi_Sed n=14, Thi_Exe_8 n=12,
Tbi_Exe_12 n=15y Thi_Exe_16 n=12. Hembras: Sham n=14, Thi_Sed n=12, Tbi_Exe_8 n=12,
Thi_Exe_12 n=12 y Thi_Exe_16 n=11).

Los ANOVA mostraron diferencias entre grupos (machos: F(,60=10.64, p<0.001,

hembras: F(4,56)=24.59, p<0.001). En concreto, todos los grupos con lesién
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mostraron una reducciéon del volumen del hipocampo ipsilateral en relacién con
el contralateral [machos: Sham-Tbi_Sed (p=0.007), Sham-Tbi_Exe_ 8 (p=0.007),
Sham-Tbi_Exe_12 (p=0.007), Sham-Tbi_Exe_16 (p=0.007); hembras: Sham-
Tbi_Sed (p=0.007), Sham-Thi_Exe_8 (p=0.007), Sham-Tbi_Exe_12 (p=0.007),
Sham-Tbi_Exe_16 (p=0.007)].

T

Sham

Thi_Sed

Thi_Exe_8

Thi_Exe_12

Thi_Exe_16

Figura 27. Imdagenes representativas de los hipocampos dorsales de cada grupo.
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5.5. Densidad neuronal

5.5.1. Células NeuN+ en la corteza perirrinal

En lo que respecta a la corteza perirrinal ningln grupo mostré una ratio

interhemisférica distinta de 100. Ademas, no se observaron diferencias entre

grupos ni en machos ni en hembras (Figuras 28 y 29).

120

100

80

60

40

Ratio interhemisférica

20

Densidad de células NeuN+ en la corteza

perirrinal
T
lI_I | T Il
Machos Hembras

Sham
B Thi_Sed
Thi_Exe_8
B Thi_Exe_12

B Thi_Exe_16

Figura 28. Medias + SEM de la ratio interhemisférica de la densidad de células NeuN+ en la

corteza perirrinal (Machos: Sham n=11, Thi_Sed n=11, Thi_Exe_8 n=10, Tbi_Exe_12 n=11y

Tbi_Exe_16 n=8. Hembras: Sham n=9, Thi_Sed n=10, Thi_Exe_8 n=9, Thi_Exe_12 n=11y

Tbi_Exe_16 n=8).
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Figura 29. Imdagenes representativas de cortes de la corteza perirrinal con marcaje de NeuN

Thi_Exe_16

para cada grupo.



5.5.2. Células NeuN+ en el hilus del giro dentado del hipocampo

Las ratios interhemisféricas (Figuras 30 y 31) de todos los grupos lesionados
fueron inferiores a 100, indicando un pérdida de densidad neuronal en el
hipocampo ipsilateral respecto al contralateral [machos: Tbi_Sed (t(10=-4.73,
p<0.001), Thi_Exe_8 (t)=-2.55, p=0.044), Tbi_Exe_12 (t(7)=-3.34, p=0.012),
Tbi_Exe 16 (t(2)=-4.18, p=0.014); hembras: Thi_Sed (t(s)=-7.63, p<0.001),
Tbi_Exe_8 (ts)=-6.38, p=0.003), Tbi_Exe_12 (t;5=-3.60, p=0.016), Tbi_Exe_16
(t4)=-4.75, p=0.009)].

Densidad de células NeuN+ en el hilus del giro

dentado
120
_g 100 T . T
::“-_-' a T a a Sham
N 80 * * a
_i:% o a a W X a ® Thi_Sed
5 * * * Thi_Exe_8
=
= 40 B Thi_Exe_12
=
&2 20 B Thi_Exe_16
0
Machos Hembras

Figura 30. Medias + SEM de la ratio interhemisférica de NeuN en el hipocampo. *: Diferencias
significativas respecto al valor de referencia (100); a: diferencias significativas respecto al
grupo Sham de su mismo sexo (Machos: Sham n=11, Thi_Sed n=11, Thi_Exe_8 n=7, Thi_Exe_12
n=8 y Tbi_Exe_16 n=5. Hembras: Sham n=11, Thi_Sed n=9, Tbi_Exe_8 n=5, Thi_Exe_12 n=6y
Thi_Exe_16 n=5).

El ANOVA reveld diferencias entre los grupos experimentales en machos
(F(a,37)=6.38, p<0.001) y hembras (F,31)=10.49, p<0.001). Las comparaciones

entre grupos mostraron que todos los grupos lesionados, excepto el Thi_Exe_8
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de machos, tenian una ratio interhemisférica menor que la de sus respectivos
grupos Sham [machos: Tbi_Sed (p=0.007), Tbi_Exe_12 (p=0.007), Tbi_Exe_16
(p=0.007); hembras: Thi_Sed (p=0.007), Tbi_Exe_8 (p=0.017), Thi_Exe_12
(p=0.007), Tbi_Exe_16 (p=0.007)].

Hembras

Contralateral Ipsilateral Contralateral Ipsilateral

>
S

Sham

Figura 31. Imdgenes representativas de cortes del hilus del giro dentado del hipocampo con

marcaje de NeuN para cada grupo.
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5.6. Células DCX+ en el giro dentado del hipocampo

contralateral

El ANOVA indicé la existencia de diferencias entre grupos en machos
(F(a,41=3.71, p=0.011) y hembras (F(2,39)=5.08, p=0.002) en el nimero de células
DCX+ en el giro dentado del hipocampo contralateral (Figuras 32 y 33). En
ambos sexos, la intensidad de ejercicio que supuso un beneficio en la prueba de
MRO a las 24 h, aumentd el nimero de neuronas inmaduras en comparacion al
respectivo grupo Thi_Sed [machos: Tbi_Exe_8 (p=0.007), hembras: Thi_Exe_12
(p=0.014)].

DCX Hipocampo contralateral

250
. b
§ 200 T b
L Sham
ey
-
g 150 . m Thi_Sed
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g Thi_Exe_8
< 100 T
- B Thi_Exe_12
i)
2 W Thi Exe 16
S 50
Q

Machos Hembras
Figura 32: Medias + SEM del niumero de neuronas DCX+ en el hemisferio contralateral a la
lesion. b: diferencias significativas respecto al grupo Tbi_Sed de su mismo sexo (Machos: Sham
n=9, Thi_Sed n=12, Thi_Exe_8 n=6, Thi_Exe_12 n=11y Thi_Exe_16 n=8. Hembras: Sham n=10,
Tbi_Sed n=10, Thi_Exe_8 n=6, Thbi_Exe_12 n=11y Thi_Exe_16 n=7).
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Figura 33. Imdgenes representativas de cortes del giro dentado del hipocampo con marcaje de
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DCX para cada grupo.
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6. Discusion






6.1. Efectos del impacto cortical controlado

Los resultados de esta investigacion muestran que, en ambos sexos, el daho
cerebral traumatico provoca déficits en la memoria de reconocimiento de
objetos, tanto a corto (3 h) como a largo (24 h) plazo. Estos déficits no parecen
estar relacionados con diferencias en la actividad motora, en la neofobia, ni en
la cantidad de exploracidn durante la sesidn de adquisicion. El déficit en la
memoria a corto plazo parece ser mayor en los machos, ya que los animales
lesionados y sedentarios no solo no recuerdan el objeto familiar, sino que su
indice de discriminacion es significativamente inferior al del grupo Sham. En
cambio, aunque las hembras tampoco recuerdan el objeto familiar, su indice de
discriminacion no difiere del grupo Sham. En cuanto a la memoria a largo plazo,
los déficits observados son similares en machos y hembras. Estos déficits en la
memoria a corto y a largo plazo han sido observados en estudios anteriores
realizados con machos en nuestro laboratorio utilizando el mismo modelo de
lesién y la misma tarea de aprendizaje (Jacotte-Simancas et al., 2015; Amords-
Aguilar et al., 2020; Sdnchez-Martin et al., 2024), aunque existe un estudio en el

qgue el CCl no deteriord la memoria a corto plazo (Amords-Aguilar et al., 2015).

El estudio histoldgico mostrd, en machos y hembras, que el CCl produjo una
reduccion del volumen del hipocampo y de la densidad neuronal en el hilus del
giro dentado del hemisferio ipsilateral respecto al contralateral a la lesidn, sin
afectar a la densidad neuronal en la corteza perirrinal ni a la cantidad de células
DCX+ en el giro dentado. Como ya hemos comentado, estudios previos postulan
que la implicacién del hipocampo y la corteza perirrinal en la ORT podria
depender de diferentes factores como el tiempo de exploracion durante la fase
de adquisicion, el tiempo transcurrido entre la sesidén de adquisicién y la

retencion (Cohen & Stackman Jr., 2015) o la carga del componente espacial en
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la sesidn de retencidn (Barker & Warburton, 2011). En concreto, Coheny
Stackman Jr (2015) proponen que cuando la exploracién de los objetos en la
adquisicion supera los 38 s y la demora de retencion los 10 min, la informacion
es traspasada desde la corteza perirrinal al hipocampo. En nuestro experimento,
los tiempos de exploracion y la demora de las dos sesiones de retencién
superan holgadamente estos valores. Ademas, en la segunda retencion la
posicion del objecto familiar es cambiada respecto a la sesidén a las 3 h,
aumentando el componente espacial (Clark & Martin, 2005). Por todo ello, la
afectacién del hipocampo podria estar explicando los déficits de memoria en la

retencion tanto a las 3 h como a las 24 h.

6.2. Efectos del ejercicio fisico tras un TBI: importancia de la

intensidad del tratamiento

Al utilizar el ejercicio fisico como tratamiento después de un TBI, pardmetros
como la demora de inicio tras el impacto, la duracidén, la cantidad diariay la
intensidad del tratamiento pueden influir en la capacidad para aliviar los déficits
cognitivos. Nuestros hallazgos subrayan la importancia de la intensidad.
Ademads, indican que la intensidad 6ptima puede depender del sexo y del

intervalo de retencion.

En la sesion de retencidn a corto plazo, el ejercicio fisico, independientemente
de la intensidad, muestra un efecto positivo tanto en machos como en hembras,
aungue este efecto es mayor en las hembras. Estos resultados no se deben a
cambios en la actividad locomotora, en la neofobia, ni en el tiempo de
exploraciéon de los objetos en la sesidon de adquisicion. Experimentos previos en

nuestro laboratorio utilizando el mismo protocolo de ORT y ejercicio fisico

98



voluntario en machos muestran un efecto poco consistente del ejercicio sobre
la memoria a corto plazo ya que tanto hemos obtenido un beneficio (Amords-
Aguilar et al., 2020) como ningun efecto (Jacotte-Simancas et al., 2015; Sdnchez-
Martin et al., 2024). Sin embargo, comparar el ejercicio fisico forzado y
voluntario es complicado. En primer lugar, parametros del propio tratamiento
como la duracidn diaria, la distribucion a lo largo del dia, la intensidad o la
distancia recorrida pueden variar considerablemente entre animales cuando el
ejercicio es voluntario. Ademas, el ejercicio forzado implica un cierto grado de

estrés que no aparece en el ejercicio voluntario (Griesbach et al., 2014).

En cuanto a la memoria a largo plazo, nuestro estudio sugiere que el efecto del
ejercicio depende de la intensidad y que la intensidad 6ptima difiere entre
machos y hembras. En ratas macho, los efectos mas beneficiosos se obtienen
con el tratamiento de baja intensidad (8 m/min), disminuyen a intensidad
moderada (12 m/min) y no estan presentes a alta intensidad (16 m/min). En
cambio, los resultados en ratas hembra indican que el efecto éptimo se asocia a
la intensidad moderada (12 m/min), mientras que tanto la intensidad baja (8
m/min) como la alta (16 m/min) producen un beneficio intermedio. Los efectos
del ejercicio fisico sobre el rendimiento en la prueba de memoria no pueden
atribuirse a cambios en la habituacion a la jaula de entrenamiento, diferencias
en la neofobia, ni a la cantidad de exploracion en la sesion de adquisicion en

ninguno de los sexos.

Basandonos Unicamente en nuestros resultados, la relacion entre la intensidad
del ejercicio fisico y los beneficios en la memoria en la prueba de retencion a 24
h sugiere una tendencia lineal descendente en los machos y una relacion en
forma de U invertida en las hembras. Sin embargo, es plausible que el ejercicio
fisico de intensidad suficientemente baja no tenga efectos en los machos. Esto

apoyaria una relacion en forma de U invertida en ambos sexos, pero con un pico
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especifico segun el sexo, desplazado a la derecha en las hembras en

comparacion con los machos.

Investigaciones previas utilizando unicamente machos corroboran la
importancia de la intensidad del ejercicio fisico en la reduccion de los déficits de
memoria tras un CCl. Shen et al. (2013), observaron en ratas un beneficio en la
memoria espacial con ejercicio de baja (8 m/min), pero no de alta (12 m/min)
intensidad. En cambio, Karelina et al. (2021) observaron en ratones que el
ejercicio a intensidad moderada (15 m/min) produce un mayor beneficio en el
aprendizaje de una tarea en el laberinto de Barnes que un ejercicio a baja
intensidad (8 m/min). El Unico estudio hasta la fecha que ha investigado el
efecto de la intensidad del ejercicio fisico tras un CCl en machos y hembras
(White et al., 2023), muestra la existencia de una interaccidon entre esta variable
y el sexo. En este estudio en ratones (White et al., 2023), el ejercicio a
intensidades baja (8 m/min), moderada (15 m/min) o alta (20 m/min) tuvo un
efecto moderadamente beneficioso en la fase de adquisicién de una tarea de
Barnes en hembras, mientras que en machos solo las intensidades bajay
moderada tuvieron un efecto positivo. En la sesidén de prueba, el ejercicio no
tuvo ningun efecto en las hembras. En machos, las intensidades baja y
moderada no tuvieron efecto, pero la intensidad alta provocé un deterioro
profundo en esta sesidon de retencidn. A pesar de las diferencias entre los tipos
de memoria evaluados por |la ORT y el laberinto de Barnes, podemos observar
resultados similares entre nuestra investigacion y la de White et al. (2023),
especialmente en machos ya que el efecto beneficioso se observa a intensidad
baja y moderada y desaparece o es deteriorante a alta intensidad. Es
importante destacar que comparar investigaciones que utilizan diferentes
intensidades de ejercicio fisico para evaluar sus beneficios es complejo debido a

las variaciones entre especies animales (rata vs raton), la severidad de la lesién y
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varios aspectos del ejercicio fisico, como el tiempo de inicio después de la
lesidn, el tipo de aparato utilizado (rueda de correr vs cinta de correr) y el
protocolo de entrenamiento especifico (progresivo, intervalos, fijo), entre otros

factores.

6.3. Mecanismos de accion del ejercicio fisico tras un TBI

Como hemos visto, tanto en hembras como en machos el CCl produce una
reduccion del volumen hipocampal ipsilateral que no es atenuada por el
ejercicio fisico a ninguna de las intensidades estudiadas. Sin embargo, al
estudiar la densidad neuronal en el giro dentado del hipocampo, se observa un
efecto neuroprotector del ejercicio fisico en ratas macho. Este efecto solo se
observa a la intensidad mads baja, la mas beneficiosa en la prueba de memoria a
largo plazo. En contraste, ninguna de las intensidades de ejercicio supuso un
beneficio en las ratas hembra, ya que todos los grupos de ejercicio mostraron
una pérdida de neuronas similar a la del grupo Tbi_Sed. Investigaciones previas
han observado que diferentes programas de ejercicio fisico tienen un efecto
neuroprotector en machos (Amordés-Aguilar et al., 2020; Y. Chen et al., 2013;
Chio et al., 2017; Gu et al., 2014; Jacotte-Simancas et al., 2015; Ko et al., 2018;
White et al., 2023; Sdnchez-Martin et al., 2024), pero, segun nuestro
conocimiento, no existen estudios previos del efecto del ejercicio fisico sobre Ia

supervivencia neuronal después de un TBI en animales hembra.

Ademas del efecto neuroprotector, el beneficio cognitivo del ejercicio fisico tras
un TBI también se ha asociado a un aumento en la activacién de mecanismos
neuroreparadores como la neurogénesis. En concordancia con estudios previos

(Jacotte-Simancas et al., 2015; Amordés-Aguilar et al., 2020; Karelina et al., 2021;
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Piao et al., 2013), hemos observado un aumento de la neurogénesis (nUmero de
células DCX+) en el giro dentado. Este efecto se obtiene a intensidades
diferentes en machos y hembras. Es importante destacar que, en ambos sexos,
la intensidad del ejercicio que aumenta la neurogénesis, la mas baja para los
machos y la moderada para las hembras, es la que produce el mayor beneficio

en la memoria a largo plazo.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la intensidad dptima del ejercicio
fisico tras un TBI es mayor en hembras que en machos. Algunos mecanismos
gue subyacen al efecto beneficioso del ejercicio fisico podrian ser compartidos
por ambos sexos, mientras que otros podrian ser especificos. Asi, hemos
observado un aumento de la neurogénesis en ambos sexos, pero la reduccion

de la pérdida neuronal solo ha sido observada en los machos.

Como hemos comentado anteriormente, proponemos la existencia de una
relacion en forma de U invertida entre la intensidad del ejercicio y su efecto
beneficioso, pero con un pico especifico segln el sexo, desplazado a la derecha
en las hembras en comparacion con los machos. Esta diferencia podria estar
relacionada con la tendencia natural a correr en una rueda de actividad. Las
hembras tienden a ejercitarse a una intensidad mayor que los machos cuando
tienen acceso libre a una rueda de ejercicio (Basso & Morrell, 2017) vy, por lo
tanto, al estudiar el efecto de la intensidad del ejercicio fisico es crucial ajustar
adecuadamente las etiquetas de los niveles de intensidad (bajo, moderado,
alto) en funcién del sexo. Por ejemplo, una velocidad considerada moderada en
machos podria clasificarse como baja en hembras. Asi, en nuestro estudio, las
intensidades que generan un mayor beneficio, 8 m/min en machos y 12 m/min
en hembras, podrian ser etiquetadas como bajas. Ademas, dado que las ratas
macho suelen correr en un rango mas estrecho de intensidades en comparacién

con las hembras (Basso & Morrell, 2017), es plausible que el rango dptimo de
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intensidad para los machos sea mas limitado que para las hembras, como
sugieren White et al. (2023) y también respaldado por nuestros resultados en la

prueba de memoria a largo plazo.
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/. Conclusiones






1. El modelo de dano cerebral traumatico por impacto cortical controlado
produce déficits en la memoria de reconocimiento de objetos en la
retencion a las 3 hy a las 24 h, tanto en ratas macho como hembra. A
nivel histolégico, produce una pérdida de tejido en el hipocampo y una
reduccion de la densidad neuronal en el hilus del giro dentado del
hipocampo, pero no en la corteza perirrinal.

2. Eltratamiento con ejercicio fisico tras el traumatismo reduce los déficits
de memoria en la tarea de reconocimiento de objetos y tiene un efecto
neuroprotector y neuroreparador. Parte de estos efectos son
dependientes de la intensidad y del sexo:

2.1. En la retencidn a las 3 h, todas las intensidades de ejercicio
fisico reducen los déficits tanto en machos como en hembras.

2.2. En la retencidn a las 24 h, en machos la intensidad de 8
m/min produce el mayor beneficio, e intensidades mayores
suponen un menor (12 m/min) o ningun efecto (16 m/min). En
cambio, en hembras todas las intensidades reducen el déficit de
memoria, siendo 12 m/min la intensidad que produce el mayor
beneficio.

2.3. El ejercicio fisico reduce la muerte neuronal en el hilus del
giro dentado del hipocampo dorsal solo en machos entrenados a
baja intensidad (8 m/min), la intensidad que produce un mayor
efecto en la retencién a las 24 h.

2.4, En ambos sexos, la intensidad de ejercicio que produce un
efecto dptimo en la retencién a las 24 h (8 m/min en machosy 12
m/min en hembras), aumenta la neurogénesis en el giro dentado

del hipocampo.
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