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Resumen

El objetivo de este trabajo era realizar un estudio piloto con ratas Wistar para determinar si el
ejercicio fisico previo a una lesion cerebral traumatica podria reducir el déficit de memoria
asociado a dicha lesion.

Se aplicd un programa de ejercicio en rueda de actividad (n=5; 17 dias) o sedentarismo (n=4).
Posteriormente, todos los animales recibieron una lesion cerebral traumética por impacto
cortical controlado, y 17 dias después de la lesion se evalud la memoria a corto (3 h) y a largo
(24 h) plazo mediante la tarea de reconocimiento de objetos.

Los resultados mostraron que los animales sedentarios lesionados no recordaron el objeto
familiar en ninguna de las sesiones de retencidén; en cambio, las ratas que realizaron ejercicio
previo a la lesion mostraron recuerdo en la retencion a 3 horas (resultados obtenidos eliminando
un sujeto outlier), pero no en el test a 24 horas. No se observaron diferencias significativas entre
grupos en ninguna de las sesiones de retencion.

Estos resultados sugieren que el ejercicio previo a un traumatismo cerebral puede reducir el
déficit de memoria a corto plazo, pero no el de memoria a largo plazo.

Palabras clave: ejercicio, traumatismo cerebral, memoria de reconocimiento de objetos, ratas

Abstract

The aim of this research was to conduct a pilot research with Wistar rats to determine whether
exercise pre-lesion could reduce the memory impairment associated to a traumatic brain injury.
An exercise program in running wheel was applied (n=5; 17 days) or sedentarism (n=4).
Subsequently, all animals received a traumatic brain injury by controlled cortical impact, and 17
days later, short and long term memory was evaluated by novel object recognition task.

Results showed that sedentary injured animals didn’t remember the familiar object in any of the
retention tests; however, the rats that exercised before the injury showed that they remembered
the familiar object at 3 hours (results obtained eliminating an outlier subject), but not at the 24
hour retention test. No significant differences were observed between groups in any of the
retention tests.

These results suggest that exercise preconditioning before a traumatic brain injury can reduce
the short term, but not the long term, memory impairment.

Keywords: exercise, traumatic brain injury, object recognition memory, rats



Introduccion

El dafio cerebral traumadtico (TBI, traumatic brain injury) afecta aproximadamente a 10
millones de personas en todo el mundo (Koehler, Wilhelm, & Shoulson, 2011) siendo la
principal causa de discapacidad en nifios, adolescentes y adultos menores de 40 afios (Rios-
Lago, Mufioz-Céspedes, & Paul-Lapedriza, 2007). Las principales causas de TBI son los
accidentes automovilisticos, las armas de fuego, las caidas y las actividades deportivas y
recreativas (Jacotte-Simancas, 2013). Se calcula que un 90% de las personas que han sufrido un
TBI van a requerir atenciéon médica hospitalaria y presentaran un prondstico muy variable en
funcion de la intensidad y la ubicacién de la lesion (Prieto, Pascual, Roda, Cerdan, & Barcia,
2009). Todo esto supone un importante problema socioeconémico y de salud publica a escala
mundial (Roozenbeek, Maas, & Menon, 2013). El TBI se define como un dafio cerebral
provocado por una fuerza mecanica externa, como la causada por una ripida aceleracion o
desaceleracion, ondas de choque o impactos (Xiong, Mahmood, & Chopp, 2013). En éstos se
produce un dafio primario en la region del impacto que ocurre inmediatamente después del
traumatismo, seguido de un dafio secundario asociado a procesos de neuroinflamacién, isquemia
y alteraciones neuronales y gliales (O’Connor, Smyth, & Gilchrist, 2011). El dafio secundario se
produce debido a las cascadas de cambios metabolicos, celulares y moleculares inducidas por el
dafio primario, que puede prolongarse durante semanas y meses, pudiendo afectar a diversas
regiones cerebrales (Archer, Svensson, & Alricsson, 2012; O’Connor et al., 2011; Xiong et al.,
2013). La introduccioén de mejoras en los tratamientos agudos ha dado lugar a un aumento de la
supervivencia de los pacientes, pero la mayoria de los supervivientes con TBI grave o moderado
presentan secuelas cronicas que afectan directamente sobre la calidad de vida del paciente, el
entorno familiar y los sistemas sanitarios (Chen & D’Esposito, 2010). Dichas secuelas estan
caracterizadas por convulsiones, déficits cognitivos, cambios de personalidad o trastornos
psiquiatricos(Archer et al., 2012). Los déficits cognitivos més frecuentes suelen darse sobre los
procesos atencionales, la memoria y las funciones ejecutivas (Koehler et al., 2011). Los
tratamientos destinados a la mejora de estas alteraciones dan resultados parciales debido a los
multiples factores como el tiempo desde la lesion, la etiologia de ésta y la edad (Koehler et al.,

2011) suponiendo todo un reto para los clinicos.

El ejercicio fisico, cuyos beneficios para la salud en general estin bien establecidos, se
contempla como un posible tratamiento para reducir los déficits cognitivos asociados al TBI.
Los datos presentados en diversas revisiones demuestran que el ejercicio fisico, ademéas de
mejorar la salud fisica, es capaz también de proteger y mejorar las funciones cognitivas tales
como el aprendizaje y la memoria (Cotman, Berchtold, & Christie, 2007; Dishman et al., 2006;
Hillman, Erickson, & Kramer, 2008; Henriette van Praag, 2009).



Con el creciente interés por la relacion entre los diferentes estilos de vida y la salud, también ha
aumentado el nimero de investigaciones que estudian qué factores son los mas influyentes.
Uno de los factores que mas se ha estudiado es el ejercicio fisico, que ha demostrado ser capaz
de prevenir la pérdida de capacidad cognitiva asociada a la edad y como factor preventivo de los
ACV. De estos estudios se desprende que la actividad fisica tiene un efecto neuroprotector y
neuropotenciador en un amplio rango de funciones cognitivas, sobre todo, en tareas que
requieren de la funcion ejecutiva, como por ejemplo la organizacidn, planificacién, memoria de
trabajo o la realizacion de multiples tareas simultaneas (Hillman et al., 2008). En ellos, se suele
preguntar a los participantes mediante un cuestionario por su nivel de actividad fisica para luego
relacionar esta informacién con su ejecucion en algun tipo de prueba cognitiva. Por ejemplo, en
el estudio de Etgen et al. (2010), se siguid a una cohorte de personas mayores de 55 afios
durante dos afios, de los cuales se registr6 el numero de dias semanales que realizaban ejercicio
para posteriormente evaluar su ejecucion en un test cognitivo. Los resultados mostraron que el
ejercicio moderado a intenso estaba asociado a una menor incidencia de déficit cognitivo.
Como éste, existen otros estudios, también transversales y de intervencidon, que incluyen
variables como la intensidad, duracion y frecuencia del ejercicio, que en lineas generales apoyan

esta relacion inversa entre ejercicio y declive de la funcion cognitiva (Jacotte-Simancas, 2013).

El ejercicio fisico también ha sido estudiado como posible factor preventivo de enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer (EA) o la enfermedad de Parkinson
ya que con el aumento de la esperanza de vida, también ha aumentado la incidencia de este tipo
de enfermedades. Los datos apuntan a que el ejercicio fisico podria retrasar la aparicion de las
enfermedades neurodegenerativas, asi como frenar su evolucidon (Jacotte-Simancas, 2013).
En un estudio prospectivo de casos y controles que dur6 31 afios, se encontrd una fuerte relacion
entre el ejercicio regular a lo largo de la edad adulta y una menor probabilidad de desarrollar
una demencia (Andel et al., 2008). Burns y col. (citado por Jacotte-Simancas, 2013) hallaron
una correlacion positiva entre la condicion fisica en la etapa temprana de la EA y el volumen
cerebral conservado. Asimismo, también se ha observado como el ejercicio fisico es un factor
preventivo para los accidentes cerebrovasculares (ACV), demostrdndose en varios estudios
longitudinales que las personas que realizan ejercicio fisico regularmente presentan un menor

riesgo de sufrir un ACV (Lee, Folsom, & Blair, 2003).

La mayoria de estudios con animales sobre los efectos neuropotenciadores del ejercicio fisico se
han realizado en tareas hipocampo-dependientes, y corroboran la existencia de dichos efectos
sobre los procesos cognitivos. Los efectos facilitadores del ejercicio sobre el aprendizaje y la
memoria se han observado en distintas tareas: laberinto acuatico de Morris (Vaynman, Ying, &

Gomez-Pinilla, 2004), laberinto de Barnes (Jacotte-Simancas, Costa-Miserachs, Torras-Garcia,
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Coll-Andreu, & Portell-Cortés, 2013), laberinto radial (Langdon & Corbett, 2012), evitacién
pasiva (Liu et al., 2009) y memoria de reconocimiento de objetos (Garcia-Capdevila, Portell-
Cortés, Torras-Garcia, Coll-Andreu, & Costa-Miserachs, 2009). A partir de modelos animales
de isquemia cerebral, se ha podido observar que el ejercicio fisico previo a un ACV presenta
efectos neuroprotectores, en el sentido de que aumenta la angiogénesis, reduce la respuesta
inflamatoria, protege la barrera hematoencefalica (BHE) y presenta efectos antiapoptoticos
(Zhang, Wu, & Jia, 2011). El estudio de Ding et al. (2006) en ratas, mostré6 como un programa
de ejercicio de 3 semanas previo a un ACV permitié una reduccién del tejido afectado por el

infarto cerebral, un menor edema y ademas, una menor muerte neuronal.

Recientemente, se ha empezado a investigar sobre los efectos beneficiosos del ejercicio fisico
administrado después de una lesidon cerebral para reducir los déficits cognitivos asociados. La
mayoria de estudios con humanos no suelen medir capacidades cognitivas y se centran en
estudiar las percepciones que tienen los propios pacientes sobre su estado de salud. A fecha de
hoy, sé6lo conocemos un estudio en el que se evaluen tales atributos. En éste, se aplicé como
tratamiento el ejercicio fisico en un entorno de realidad virtual a un grupo de pacientes con TBI,
y los resultados corroboraron que el ejercicio fisico después de este tipo de lesion mejoraba las
capacidades cognitivas (Grealy, Johnson, & Rushton, 1999). En cuanto a investigaciones en
modelos animales, un nimero cada vez mayor de estudios demuestran que la aplicacion de un
tratamiento de ejercicio fisico después de la lesion reduce los déficits cognitivos producidos por
ésta. En nuestro propio laboratorio, hemos visto como aquellas ratas con lesién cerebral por
impacto cortical controlado (CCI, controlled cortical impact) que realizan ejercicio durante 20
dias, obtienen una mejor ejecucién en una tarea de reconocimiento de objetos (Jacotte-
Simancas, 2013). Otros estudios han mostrado efectos similares del ejercicio fisico en animales
lesionados en otras tareas como por ejemplo el laberinto acuatico de Morris, que evalua
memoria espacial, e incluso con sélo 7 dias de ejercicio (Griesbach, Hovda, & Gomez-Pinilla,
2009). Estos resultados también se obtienen cuando se aplica un programa de ejercicio forzado
en animales lesionados por percusion de fluido (LFP), como muestran algunos estudios que
ademas, han encontrado un aumento de la neurogénesis(Itoh et al., 2011a). Ademads, existen
diversos datos que indican que el ejercicio fisico presenta efectos antiinflamatorios y
antiapoptoticos, y aumenta la neuroplasticidad y la angiogénesis después de un TBI (Archer et

al., 2012), por lo que podria tener efectos neuroreparadores y neuroprotectores.

Respecto a los efectos que el ejercicio previo a un TBI pudiera tener sobre los déficits

cognitivos practicamente no hay datos. No sabemos de estudios con humanos que hayan



examinado los efectos del ejercicio pre-lesion, pero si se ha visto que en modelos animales de
TBI se observan beneficios a nivel celular. Un estudio con ratas demostré que cuatro semanas
de ejercicio previo a un TBI reducia significativamente la inflamacion subsecuente (Mota et al.,
2012), y en otro trabajo se demostrd que el ejercicio fisico voluntario ofrecia neuroproteccion

frente a una lesion por un agente quimico en el hipocampo (Funk et al., 2011).

Los efectos del ejercicio sobre los procesos cognitivos, tanto en individuos sanos como
con lesion cerebral, parecen estar relacionados principalmente con un aumento en los factores
de crecimiento y de la neurogénesis. Los principales factores de crecimiento conocidos
en la modulacion de los efectos del ejercicio son: las neurotrofinas (NT), el factor
de crecimiento de tipo insulina (IGF-1) y el factor de crecimiento derivado del endotelio
vascular (VEGF) (Cotman et al., 2007). Las neurotrofinas son una familia de proteinas
implicadas en la neuroplasticidad, la neurogénesis y la supervivencia neuronal (Cotman et al.,
2007). Cabe destacar el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) ya que presenta un
papel clave sobre la funcidén hipocampal y la modulaciéon de los procesos de neuroproteccion,
plasticidad sinaptica (potenciacion a largo plazo), aprendizaje y memoria (Hotting & Roder,
2013). Se ha observado que la actividad fisica incrementa los niveles de BDNF tanto en
humanos (Griffin, Bechara, Birch, & Kelly, 2009; Hopkins, Davis, Vantieghem, Whalen, &
Bucci, 2012) como en animales (Griffin et al, 2009; Neeper et al, 1996). Ademas, se ha
comprobado que este aumento es el responsable de los efectos potenciadores de la funcién
cognitiva del ejercicio. Diferentes estudios con modelos animales han reportado que si se
bloquea la accion del BDNF, se deteriora la mejora producida por el ejercicio sobre las
funciones cognitivas en diferentes tareas (Ding & Pinilla, 2011; Griesbach, Allen, Gomez-
Pinilla, 2009; Vaynman, Ying, & Gomez-Pinilla, 2004). También se ha visto que si después de
un TBI se aplica un tratamiento con ejercicio demasiado pronto no se observa dicho aumento de
BDNF hipocampal y como consecuencia no se encuentran efectos neuroprotectores del
ejercicio, de hecho parece dificultar los procesos moleculares de reparacion de la lesion, y
ademas, no se observa reduccion del déficit de memoria asociado a la lesion (Griesbach, Hovda,
Molteni, Wu, & Gomez-Pinilla, 2004a; Griesbach, Gomez-Pinilla, & Hovda, 2004). En cuanto a
los otros factores de crecimiento, el ejercicio también incrementa los niveles de IGF-1 y de
VEGF, capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE). Estos dos factores,
interaccionan entre si y estimulan la neurogénesis y la angiogénesis, proliferando células
endoteliales y formando nuevos capilares (Dishman et al., 2006). La neurogénesis, entendida
como el proceso de generar nuevas neuronas funcionales a partir de células precursoras,
tradicionalmente, se pensaba que solo ocurria durante el periodo embrionario y perinatal (Ming
& Song, 2011). Actualmente sabemos que en el cerebro adulto de los mamiferos existen

principalmente dos nucleos sensibles a la formacion de nuevas neuronas: la zona subgranular
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del giro dentado (SGZ) y la zona subventricular de los ventriculos laterales (ZSV) (Jacotte-
Simancas, 2013; Ming & Song, 2011; Nithianantharajah & Hannan, 2009). La neurogénesis
adulta es sensible a los factores ambientales, y el ejercicio fisico puede aumentar la
neurogénesis hipocampal interviniendo especialmente en la proliferacion y supervivencia
celular (Redila & Christie, 2006; H van Praag, Christie, Sejnowski, & Gage, 1999). Por otro
lado, la angiogénesis consiste en la formacion de capilares sanguineos nuevos a partir de vasos
preexistentes. Es un proceso complejo donde interactuan diferentes cascadas moleculares. La
angiogénesis es sensible a dos factores: el ejercicio y el dafio cerebral (Jacotte-Simancas, 2013).
Se ha visto como ante el ejercicio fisico aumenta la formacién de nuevos capilares y se

refuerzan las redes vasculares incrementando el metabolismo cerebral.

En suma, los datos presentados hasta aqui indican que el ejercicio fisico mejora el aprendizaje y
la memoria tanto en individuos sanos como con lesiones cerebrales, protege de la pérdida
cognitiva asociada a edad, retrasa la aparicion de la enfermedad de Alzheimer y de otros
trastornos neurodegenerativos, y ademds, parece tener efectos antiinflamatorios
y antiapoptoticos. No obstante, no parecen existir trabajos que hayan estudiado si el ejercicio
previo a un traumatismo cerebral es capaz de reducir sus secuelas cognitivas.
Tomando en consideracion las pruebas que demuestran la relacién entre ejercicio fisico y
neuroproteccion, hemos formulado la siguiente hipdtesis: el ejercicio fisico previo a una lesion
cerebral traumatica tiene efectos neuroprotectores, que pueden reducir los efectos de dicha

lesion, tanto a nivel conductual como neuroanatémico.

Para contrastar esta hipdtesis hemos realizado un experimento piloto en ratas en el que
pretendemos evaluar si el ejercicio fisico previo a un TBI puede reducir el déficit de memoria
asociado a dicha lesion. El modelo de TBI utilizado es el CCI, que trata de reproducir las
contusiones cerebrales post-traumaticas observadas en la practica clinica (Prieto, Pascual, Roda,
Cerdan, & Barcia, 2009; Xiong et al., 2013). Las ventajas del CCI residen en un mayor control
de las medidas de deformacién como el tiempo, la velocidad y la profundidad del impacto,
haciendo que sea un modelo muy replicable. Para determinar los déficits cognitivos hemos
evaluado la memoria de reconocimiento de objetos (MRO). Esta tarea estd basada en la
habilidad para diferenciar un objeto familiar de uno desconocido y se puede medir facilmente ya
que se basa en la tendencia natural del animal por explorar la novedad (Jacotte-Simancas, 2013)
y ademds genera muy poco estrés. La MRO ha sido propuesta como un modelo animal de
memoria episddica en la que pueden participar tres estructuras fundamentalmente: hipocampo,
corteza perirrinal y cortex prefrontal medial. (Antunes & Biala, 2012). Se ha postulado que la
corteza perirrinal participaria principalmente en reconocimiento de objetos codificando la

informacion bésica acerca de familiaridad o novedad de un objeto mientras que el hipocampo
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estaria implicado en codificar la informacion sobre la experiencia del objeto(Antunes et al.,
2012). El cortex prefrontal medial estaria probablemente relacionado con el componente
temporal del recuerdo (Jacotte-Simancas, 2013). En nuestro estudio, el componente temporal no

fue valorado debido a que solo se realiz6 una unica sesion.

Los parametros experimentales en relacion a la lesion y la MRO son los mismos a los utilizados
en anteriores experimentos realizados en el laboratorio de Psicobiologia, en los que se ha visto
que los animales no lesionados recuerdan el objeto familiar tanto en el test de memoria a corto
como a largo plazo, mientras que los animales lesionados no recuerdan a las 24 horas (Amorods-
Aguilar, 2013; Jacotte-Simancas, 2013). En la mayoria de los trabajos previos (Jacotte-
Simancas, 2013; Loron-Sanchez, 2012; pero no en Amords-Aguilar, 2013) también se observa
un deterioro de la memoria a las 3 horas en los animales lesionados. Los objetivos concretos que

nos planteamos en nuestro estudio son:

1. Estudiar si el ejercicio fisico previo a una lesion moderada por CCI reduce el déficit en
la MRO a corto (3 horas) y/o largo plazo (24 horas).

2. Determinar si existe una relacion entre la cantidad de ejercicio fisico previo a una lesion
moderada por CCl y el recuerdo a corto y/o largo plazo.

3. Determinar, mediante un estudio macroscopico del tejido nervioso, si el ejercicio previo

a una lesion moderada por CCI reduce el dafio cerebral asociado a la lesion.

Este ultimo objetivo no pudo llevarse a cabo, ya que no fue posible obtener muestras del tejido
nervioso de los animales del presente experimento. Sin embargo, las autoras del trabajo han
querido llevar a cabo todos los procedimientos del experimento, incluidos los necesarios para la
obtencion y el analisis de muestras de tejido cerebral. Para ello se han utilizado muestras de
cuatro animales con TBI que no pertenecen al presente experimento, dos de los cuales habian
recibido ejercicio como tratamiento post-lesion, y no antes de la misma, mientras que los otros
dos animales habian permanecido en la condicion sedentaria. Se han analizado los datos como si
se trataran de los sujetos reales del experimento, no obstante, en la discusion de los resultados
estos datos no se han tenido en cuenta. Los diferentes procedimientos llevados a cabo en el
experimento han sido realizados por experimentadores acreditados (intervencién quirdrgica,
sacrificio y perfusion intracardiaca) o por las autoras del trabajo bajo la supervision de

experimentadores (pruebas conductuales).



Materiales y métodos

Consideraciones éticas

Los procedimientos utilizados en este experimento se han realizado siguiendo la normativa
vigente de la Unién Europea sobre la proteccion de los animales empleados en la
experimentacion y otros fines cientificos (86/609/CEE, de 24 de noviembre de 1986) y el
decreto regulador sobre aspectos éticos de cuidado y control de animales experimentales de la
Generalitat de Catalunya (DOG 2450-7/08/1997). El procedimiento esta aprobado por la
CEEAH de la Universidad Auténoma de Barcelona y por el DAAM de la Generalitat
de Catalunya (n° de orden 7179).

Sujetos

La muestra total fue de 9 ratas albinas macho de la cepa Wistar, criadas en el laboratorio
de Psicobiologia. A los tres meses, se separaron en jaulas individuales y se asignaron
aleatoriamente al grupo sedentario (SED-L) o al grupo ejercicio (EJE-L).
El peso medio al inicio del experimento fue de 377,5 gramos.

En todo momento, se mantuvieron constantes las condiciones de temperatura (20-22°C)
y humedad (40-70%). Ademas, se las mantuvo bajo un ciclo controlado de 12 horas de luz (8
am. a 8§ p.m.) y 12 horas de oscuridad (de 20 p.m. a 8 a.m.), y recibieron agua y comida ad

libitum.

Ejercicio fisico

El grupo EJE-L estuvo compuesto por un total de 5 sujetos que fueron estabulados en jaulas
de policarbonato transparente de 48 x 26 x 20 cm conectadas las 24 h a una rueda de actividad
con un diametro de 37 cm (Rat Wheel, ENV-042, Med Associates, Inc. USA). Cada rueda
de actividad disponia de un cuenta-kilometros que registraba diariamente el tiempo de ejercicio
fisico y los kilometros recorridos. El grupo SED-L estuvo formado por 4 animales que se
estabularon en jaulas de policarbonato transparente de 52 x 28 x 18 cm, equivalentes a las
anteriores pero sin acceso a una rueda de actividad. Las ratas permanecieron en su condicion

de ejercicio/sedentario hasta el dia de la intervencion quirargica (17 dias).

Intervencion quirurgica

Todos los animales fueron sometidos a una intervencidon quirdrgica en la que se les aplicod
una lesion traumética por CCI (Pittsburgh Precision Instruments, Inc, USA). La intervencion
quirurgica se realizd bajo anestesia de gases. Para ello, se introdujo a cada rata durante 6
minutos en la caja de induccion (20 cm x 13 cm x 13 cm) y se les administrd isoflurano al 5%

mezclado con oxigeno (flujo de 21/min).



Una vez anestesiado, se situaba al sujeto en el aparato estereotdxico (David Hopf Instruments,
Tujunga, CA, USA) y se mantenia la anestesia a lo largo de toda la intervencion mediante
una mascara situada en el hocico del animal (isoflurano al 2%, flujo de oxigeno de 1 I/min).
A continuacion se le afeitaba la cabeza y se practicaba una incision en la piel para exponer
el craneo. Seguidamente, se limpiaba con suero fisiologico y se establecian las coordenadas
estereotaxicas de la lesion (anteroposterior: -4.5 mm desde Bregma; lateral: -3mm desde la linea
media). Mediante un pequefio taladro se realizaba una craneotomia de 5 mm de didmetro sobre
el hemisferio derecho, evitando dafiar en todo momento la duramadre.

El brazo del dispositivo de ICC estaba fijado en un angulo de 15° y al final del mismo habia un
piston con una punta plana de 3 mm de didmetro, que se situaba sobre la duramadre.
A continuacion, se hacia impactar el piston, accionado pneumadticamente sobre el cerebro de la
rata, a una velocidad de 6 m/s, durante 150 mseg y una profundidad de 2 mm, produciendo una
lesion moderada. Una vez realizado el impacto, se limpiaba la zona, se suturaba y se aplicaba un
antiséptico topico. Finalmente, se aplicaba una inyeccion subcutanea de 0,2 ml de buprenorfina
(Buprex, Schering-Plough, SA), un analgésico opiaceo.

Tras la intervencion quirrgica se iniciaba un periodo de dos semanas de postoperatorio antes
de iniciar la tarea conductual. Para controlar la evolucion postoperatoria, se pes6 a cada animal
antes de las intervenciones, a las 24 h de la lesion y a las 72 h. Tras el tltimo control se procedid

a pesar a los sujetos una vez por semana.

Tarea de memoria de reconocimiento de objetos (MRO)

Material experimental

El aparato experimental consistié en una caja cuadrada de 65,5 x 65,5 x 35 de conglomerado
forrado de melamina marrén oscuro que simulaba un campo abierto. La caja estaba en el interior
de una caja de aislamiento de 157 x 71,5 x 71,5 cm que disponia de una luz que proporcionaba
una iluminacion de 30 luxes y una camara de video Canon MVX10i. Los videos se registraban
automaticamente a partir del programa informatico ANY-maze version 4.72 (Stoelting Co., IL,
USA) que consiste en un sistema de seguimiento de video disefiado para automatizar las
pruebas en los experimentos conductuales. Posteriormente, a partir de las grabaciones se
midieron manualmente, a partir de cronémetros, los tiempos de exploracion durante las sesiones
de retencion, con el fin de obtener mediciones mas precisas a las proporcionadas por el sistema
automatico.

Para la prueba de neofobia se utilizé una pieza de Lego compleja, y para la MRO se utilizaron
tres objetos por duplicado, consistentes en una lata de refresco, un colgador y otro objeto hecho
con piezas de Lego. Todos los objetos eran totalmente desconocidos para el animal, y fueron
escogidos por no tener ningin valor etolégico conocido para la rata. Ademas, los datos

contrastados por diversos experimentos previos corroboran que los animales no presentan
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ningun tipo de preferencia hacia ninguno ellos. Para evitar la presencia de sefiales olfativas,
antes de que el primer animal iniciase la prueba, y después de cada uno de ellos, se limpiaban

los objetos y la caja experimental con una solucion de alcohol al 70%.

Habituacion

Pasadas dos semanas después de la intervencion, los animales realizaban dos sesiones
de habituacién separadas por un intervalo de 2 horas. Las sesiones consistian en colocar al
animal en el aparato experimental vacio y se le permitia explorarlo libremente durante 12

minutos.

Prueba de neofobia

Un dia después de las sesiones de habituacion, se realizaba la prueba de neofobia para
determinar el grado de ansiedad de los animales hacia un objeto nuevo situado en un entorno
familiar (Garcia-Capdevila et al, 2009).

Para ello, se colocaba en la parte central de la caja experimental un objeto compuesto por piezas
de Lego y se introducia al animal en la caja, de espaldas al objeto, para luego dejar que
explorase libremente durante 10 minutos. En esta sesion, se midieron tanto la latencia de

exploracién como el tiempo de exploracion del objeto.

Adquisicion del aprendizaje

Veinticuatro horas después de la prueba de neofobia, se realizaba la sesion de adquisicion en la
que se situaban dos objetos idénticos, cada uno a 10 cm de las esquinas posteriores de la caja. El
animal se colocaba dentro de la caja experimental mirando al centro de la pared opuesta a los
objetos y se le dejaba explorar los dos objetos durante 15 minutos.

Tanto en esta como en las siguientes pruebas se consider6 que el animal habia explorado el

objeto cuando lo tocaba con su hocico o se situaba a menos de 2 cm.

Retencion 1

A las 3 horas de la prueba de adquisicion, se realiz6 la primera sesion de retencion de 5 minutos,
donde se mantenia uno de los objetos familiares, previamente utilizado en la prueba de
adquisicidn, y se colocaba también un objeto nuevo. Los objetos eran situados en las mismas
localizaciones que durante la adquisicion y se colocaba al animal dentro de la caja experimental

con el morro mirando a la pared opuesta a los objetos.

11



Retencion 2

Por ultimo, 24 horas después de la sesion de adquisicion se realizd la segunda retencion,
también de 5 minutos, en la que se volvia a mostrar el objeto familiar (previamente presentado
en la prueba de adquisicién y en el primer test de memoria) y se colocaba otro objeto nuevo,
diferente al presentado en la primera retencion. La prueba tenia una duracion de 5 minutos.

Para analizar la ejecucion en las retenciones, se calculd un indice de discriminacion aplicando la
siguiente féormula: (tiempo de exploracion del objeto nuevo - tiempo de exploracioén del objeto
familiar / tiempo de exploracion total empleado en los dos objetos) x 100].

Esta prueba se fundamenta en la tendencia natural de los roedores a explorar objetos nuevos. Un
indice de discriminacidén significativamente superior a 0 (que corresponde a una mayor
exploracién del objeto nuevo) es indicativo de recuerdo del objeto familiar, mientras que valores
cercanos a 0 (que suponen una exploracion similar de ambos objetos) es indicativo de falta de
recuerdo del objeto familiar. La presentacion de los objetos y su localizacion (derecha o
izquierda) fue contrabalanceada, de acuerdo con lo indicado en la tabla 1, para controlar

posibles preferencias por el tipo de objeto y/o por su localizacién.

Adquisicién Retencion 1 Retencion 2
Fanta Fanta Fanta Lego Colgador Fanta
Lego Lego Lego Colgador Fanta Lego
Colgador Colgador Colgador Fanta Lego Colgador
Fanta Fanta Lego Fanta Fanta Colgador
Lego Lego Colgador Lego Lego Fanta

Tabla 1. Combinacion de los objetos para las diferentes pruebas de la MRO.
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Histologia'

Sacrificio y perfusion intracardiaca

Posteriormente a la segunda retencidn, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
pentobarbital sédico (Dolethal, 200mg/kg; Vetoquinol S.A; Madrid-Espafia) y perfundidos
intracardiacamente con paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma-Aldrich, Madrid) disuelto en
PBS. Se extrajeron los cerebros y se sumergieron en una soluciéon de PFA al 4%. A las tres
horas, se realizaron tres lavados con tampon fosfato, con un intervalo entre cada uno de 20
minutos. Finalmente fueron conservados a -80°C en una solucién crioprotectora (sacarosa al

30% en tampon fosfato).

Medicion macroscopica de la lesion: tincion de Nissl

Se obtuvieron cortes coronales de 40 pm de grosor, mediante un criostato (Shandon Cryotome
FSE, Thermo electron corporation, Waltham, USA), tomando 1 de cada 10 de estas secciones a
lo largo de toda la extension anteroposterior de la lesion, se procedio a realizar una tinciéon con
violeta de cresilo. Los cortes se incubaron en una solucién de violeta de cresilo al 0,5% luego de
lo cual se deshidrataron en alcohol al 70%, 95%, 100% consecutivamente, para ser finalmente
montados en los portaobjetos, usando DPX (Sigma Aldrich, Madrid).

Para calcular el volumen de la lesion y como ésta habia afectado al tejido cerebral
del hemisferio dafiado, se escanearon (HP Scanjet G4050) las secciones de tejido y mediante el
software de andlisis de imagenes Fiji (Schindelin et al., 2012), se dibujo el area de la lesion, del
hipocampo, del ventriculo lateral y del tejido intacto de ambos hemisferios para obtener los
diferentes volumenes. Las secciones cerebrales de los 4 animales fueron analizadas por
separado por las dos experimentadoras. Tras comprobar que no existian diferencias
significativas entre los valores obtenidos por ambas evaluadoras, se calcularon los valores

medios para cada variable, y los posteriores analisis se realizaron tomando esos valores medios.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos se analizaron con el paquete estadistico SPSS 21.0. (Armonk, NY, USA).
Una vez valorada la simetria de los grupos tanto por graficos como por indices estadisticos,
se decidio utilizar la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar la ejecucion en la
MRO de los dos grupos. También se utilizaron pruebas t de Student para una sola muestra
para determinar si los valores obtenidos eran significativamente distintos del valor de referencia
(0 o 100, en funcién de la variable analizada), asi como correlaciones de Spearman para

explorar posibles relaciones entre la cantidad de ejercicio fisico realizada y otras variables.

1 . . , . .
Recordamos que los procedimientos de histologia no fueron realizados con los animales del presente
experimento, sino con 4 animales lesionados que pertenecian a otro trabajo.

13



Los resultados se consideraron estadisticamente significativos a partir de una significacion

igual o inferior a 0,05.

Resultados

Estado de los sujetos
No se encontraron diferencias significativas en el peso de los animales al inicio del

experimento, ni tampoco al final del periodo de ejercicio o al inicio de la fase de aprendizaje.

Nivel de ejercicio

Durante los 17 dias de ejercicio, se fueron registrando a diario las distancias recorridas por cada
animal. Tal como se muestra en la figura 1, los animales del grupo ejercicio fueron aumentando
la distancia diaria recorrida, alcanzando los niveles maximos durante la ultima semana, de
manera que en los ultimos 7 dias antes de la lesion la media fue de 0,76 km diarios, oscilando

entre 0,6 y 1 km por dia.

1.2 Figura 1. Distancia media
I en kilometros recorrida por
2 los animales del grupo
< 0.8 EJE-L. Los datos se
= presentan en media mas
< 0.6 ,
= error estandar.
Z 04
a
0.2
0

1 23 4 5 6 7 8 9 10111213 14151617
dias
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Memoria de reconocimiento de objetos (MRO)

Neofobia

El tiempo empleado en explorar el objeto en la sesién de neofobia fue significativamente
superior en los animales que realizaron ejercicio que en los sedentarios (Figura 2) [U= 1.000, z

=.2,214,p=0.027].
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Figura 2. Tiempo de exploracion durante la prueba de neofobia en funcion del grupo experimental.
Los datos se muestran como media mas error estandar. (* indica significacion estadistica respecto al
grupo SED-L).

Actividad exploratoria durante la sesion de adquisicion
La prueba de Mann Whitney no mostrd diferencias significativas entre los grupos en cuanto al

tiempo total empleado en la exploracion de los objetos durante la sesion de adquisicion.

Retencion I (3 horas)

Los resultados obtenidos a partir del analisis de los resultados de la muestra total no indicaron
ningun efecto significativo del ejercicio fisico, ni recuerdo del objeto familiar. Uno de los
animales del grupo EJE-L mostré una conducta muy diferente al resto de la muestra, de forma
que después de analizar los datos graficamente a partir de un boxplot y de comprobar mediante
una prueba T para muestras independientes que el indice de discriminacion de este animal era
significativamente diferente al del resto de animales de su grupo (p=0,03), se decidi6 excluirlo
del andlisis de la retencion 1. Se puede apreciar en la figura 3 como el indice de discriminacion
de este animal representa un valor alejado. Considerando que dicho animal no mostré valores
muy diferentes del resto ni en la prueba de neofobia ni en la sesién de adquisicion, creemos que

pudo existir un factor no controlado que afectara su ejecucion en la retencion 1.
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Figura 3. Boxplots para los indices de discriminacion en la retencion 1 (3 horas), donde se puede
observar el animal con valores outlier.

La figura 4 muestra las medias de los indices de discriminacion mas el error estdndar de los dos
grupos, una vez excluido el animal outlier, siendo la del grupo EJE-L superior a la del
sedentario. La prueba t de Student para una sola muestra indic6é que el indice de discriminacién
del grupo EJE-L fue significativamente superior a 0 (p=0,009), indicando recuerdo del objeto
familiar, mientras que la misma prueba para el grupo SED-L indic6 falta de recuerdo del objeto
familiar.

La prueba de Mann-Whitney no mostré diferencias significativas entre los indices de

discriminacién de los dos grupos.
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BEJE-L
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Figura 4. Indice de discriminacion para cada grupo experimental en la retencion 1 (3 horas). Los datos se
muestran como media mas error estandar. (* indica diferencias significativas respecto a cero).

Retencion 2 (24 horas)

La figura 5 muestra las medias de los indices de discriminacion mas el error estdndar de los dos
grupos en la segunda retencion. La prueba t de Student para una sola muestra mostr6 que
ninguno de los grupos recordaba el objeto familiar.

La prueba de Mann Whitney determind que no habia diferencias estadisticamente significativas

entre los dos grupos.
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Figura 5. indice de discriminacion para cada grupo experimental en la retencion 2 (24 horas). Los datos
se muestran como media m4s error estandar.

Correlaciones entre el recuerdo a las 3 horas y a las 24 horas y cantidad de ejercicio fisico

No se hallaron correlaciones significativas entre el ejercicio medio total realizado por cada
animal y el indice de discriminacion a las 3 h” ni a las 24 h.

Se realizaron los mismos analisis tomando en cuenta sélo los kildmetros recorridos la tltima
semana de ejercicio, ya que durante este tltimo periodo de tiempo la cantidad de ejercicio suele

ser mayor, pero se hallaron resultados similares.

? Uno de los animales fue excluido del analisis de la retencion a las 3 h por ser un outlier.
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Correlaciones entre la exploracion en la neofobia y cantidad de ejercicio fisico

Se encontrd una correlacion positiva entre la cantidad de ejercicio total realizado por cada
animal y el tiempo empleado en explorar el objeto durante la sesion de neofobia, con tendencia
a la significacion estadistica (p=0,800; p=0,052). Los resultados fueron similares utilizando s6lo

los kilémetros recorridos la tltima semana de ejercicio.

Correlaciones entre la exploracion en la neofobia y el recuerdo a las 3 horas y a las 24 horas
No se hallé ninguna correlacion significativa entre el tiempo de exploracion en la sesion de

neofobia y los indices de discriminacion, ni a las 3 h ni a las 24 h.

Correlaciones entre la exploracion en la adquisicion y el recuerdo a las 3 horas y a las 24

horas

Valoracién histolégica’®

La muestra para determinar el volumen de la lesién y de otros pardmetros del tejido lesionado
fue de 4 animales, dos de los cuales fueron sedentarios y los otros dos realizaron ejercicio. La
figura 6 muestra un corte coronal del cerebro de uno de los animales lesionados en la que se
observa afectacion de la corteza, el ventriculo lateral y el hipocampo.

. A

Figura 6. Corte coronal del cerebro de una rata lesionada en la que se aprecian cambios morfolégicos.

? Los datos pertenecientes al apartado de histologia son de animales que no provienen del presente
trabajo.
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En la tabla 2 se muestran las medias y la desviacion tipica de los diferentes parametros
estudiados. Los datos corresponden al promedio de los datos obtenidos por dos evaluadoras
distintas, una vez comprobado que no existian diferencias significativas entre ambas
evaluaciones.

En la muestra total, se observé una disminucioén del volumen de la formacion hipocampal del
hemisferio ipsilateral y un aumento del volumen del ventriculo lateral del hemisferio lesionado.
El hipocampo derecho presentaba una reduccion del 11,4% respecto al volumen total del
hipocampo izquierdo mientras que el ventriculo lateral derecho aumenté un 19,51% respecto al
ventriculo del hemisferio no lesionado. Los dos grupos mostraron una disminucion del volumen
de la formacion hipocampal del hemisferio ipsilateral a la lesiéon. En cuanto a la ratio de
volumen ventricular, se produjo un aumento en el grupo sedentario pero no en el grupo con
ejercicio que disminuyo.

Para comprobar si las diferentes variables histologicas consideradas eran diferentes al valor de
referencia (100%), se realizaron pruebas t para una sola muestra en ambos grupos. Estas
diferencias no fueron significativamente diferentes al valor de referencia en ninguno de los
grupos, y para ninguna de las variables estudiadas.

Los analisis estadisticos para la comparacion entre grupos (U de Mann Whitney) no han
mostrado diferencias estadisticamente significativas. A pesar de ello, el volumen de la cavidad

de la lesion fue mayor en el grupo SED-L.

19



i Grupo Grupo Muestra
Parametros
Les-sed Les-eje total

Ratio_hpc Media 91,65 86,26 88,96

Porcentaje de volumen hipocampo ipsilateral/hipocampo
contralateral Desv.

tip.

10,08 9,98 8,76

Ratio ventriculo .
— Media 160,19 78,84 119,51

Porcentaje de volumen ventriculo lateral
ipsilateral/volumen ventriculo lateral contralateral. Desv.

tip.

72,67 27,61 64,96

Ratio_intacto Media 98,33 97,88 98,08

Porcentaje de volumen tejido intacto ipsilateral/volumen

tejido contralateral. Desv. 1.62 0.70 1.055
tip. ’ ’ ’

Vohpe_HD Media | 651 | 715 | 683

Porcentaje de volumen hipocampo ipsilateral/volumen

tejido ntacto ipsilateral. Desv. 058 057 0.60
tip. ’ ’ ’

%o_vent_HD Media | 235 | 170 | 2,02

Porcentaje de volumen ventriculo lateral

ipsilateral/volumen tejido intacto ipsilateral. Desv. 0.77 0.05 0.58
tp. ’ ’ ’

Lesion D

Media 17,53 12,19 14,86
Porcentaje de volumen cavidad de la lesion en el
hemisferio derecho. Desv.

tip.

3,07 3,20 4,01

Tabla 2. Valores descriptivos del dafio cerebral producido por la lesion de los dos grupos experimentales y la muestra
total. Datos en media y desviacion tipica.



Discusion

Nuestra hipdtesis de partida era que el ejercicio fisico previo a una lesion cerebral traumaética
presenta efectos neuroprotectores que pueden reducir los efectos de dicha lesion, tanto a nivel
conductual como neuroanatdémico. Dado el limitado nimero de sujetos, los resultados obtenidos
en este estudio no permiten establecer resultados concluyentes, aunque si hemos podido
observar mejoras en la memoria a corto plazo asi como una relacion entre el ejercicio fisico y la

reactividad emocional.

El primer objetivo del estudio era determinar si el ejercicio fisico previo a una lesion moderada
por CCI mejoraba la ejecucién en la MRO, tanto a corto (3 horas) como a largo (24 horas)
plazo. No hemos encontrado diferencias significativas en la ejecucion en la MRO entre los dos
grupos ni a las 3 ni a las 24 horas. A pesar de ello, los resultados obtenidos muestran que los
animales del grupo EJE-L recordaron el objeto familiar en la retencion a las 3 horas, mientras
que el grupo SED-L no. De confirmarse estos resultados en una muestra mas amplia, la mejor
ejecucion en la retencion a las 3 horas observada en los animales lesionados estaria indicando
que el ejercicio previo a un traumatismo cerebral puede reducir el déficit de memoria a corto
plazo. En cambio, en la retencidén a las 24 horas ninguno de los grupos recordd el objeto

familiar, lo cual parece indicar que el ejercicio previo al TBI no es capaz de mejorar la MLP.

El efecto del ejercicio sobre el déficit de memoria parece ser diferente cuando este tratamiento
se aplica antes de la lesion o después de la misma. En este sentido, en otro estudio realizado por
el mismo laboratorio (Jacotte-Simancas, 2013), en el que el tratamiento con ejercicio fisico se
realizo después de la lesion, se halld una reduccion del déficit de la MRO a las 24 horas, pero no
a las 3 horas. El hecho de que la retencion a corto plazo no se vea siempre afectada cuando se
aplica esta lesion (Amoros-Aguilar, 2013) sugiere que la MRO a corto plazo resulta menos
afectada por este tipo de lesion, y puede ser mas facilmente recuperable que la memoria a largo
plazo, de manera que un tratamiento de ejercicio previo consigue prevenir el déficit de esta
memoria, pero no asi el de la memoria a largo plazo. Por otro lado, mientras que el tratamiento
con ejercicio pre lesién puede tener sus efectos fundamentalmente protegiendo de la muerte
neuronal, el ejercicio post lesion puede reducir el déficit de memoria facilitando procesos de
neuroreparacion y actuando sobre substratos neurales més relacionados con la memoria a largo

plazo, como el hipocampo.
Otro de nuestros objetivos era determinar si existia una relacion entre la cantidad de ejercicio

fisico realizado y el recuerdo a corto y/o largo plazo. Segun los resultados obtenidos, no se

puede concluir que una mayor cantidad de ejercicio facilite la tarea.
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Un factor importante que podria dar explicacion a los resultados obtenidos es la duracion del
programa de ejercicio, de forma que no hubiera sido capaz de producir los cambios
neuroquimicos y morfologicos necesarios para proteger las capacidades cognitivas frente al
TBI. Debido a la falta de estudios sobre ejercicio anterior a una lesion cerebral no existen datos
que recojan la cantidad de ejercicio necesaria para observar efectos sobre la neuroproteccion
ante un TBI. Podria ser que cuando el ejercicio es administrado como tratamiento posterior a la
lesion, sea suficiente una menor cantidad de ejercicio para producir efectos, como se ha
mostrado en diferentes estudios (Griesbach et al., 2009; Hicks et al., 1998; Itoh et al., 2011b;
Jacotte-Simancas, 2013). El estudio llevado a cabo por Mota et al. (2012) mostré que a las 4
semanas de un programa de ejercicio anterior a un TBI se producia una reduccién de la
inflamacion cerebral en ratas. Este dato sugiere que la duracion del programa de ejercicio es una
variable relevante a la hora de obtener efectos neuroprotectores significativos, ya que un mayor

tiempo de entrenamiento implica una cantidad superior de kilometros totales recorridos.

Otra variable que pudo afectar a la falta de un efecto claro del ejercicio fisico podria ser la
distancia temporal entre el momento de la lesion y la evaluacion conductual. En nuestro caso,
las pruebas de la MRO fueron llevadas a cabo a los 14 dias de la lesion, mientras que en otros
estudios que si han mostrado un efecto significativo del ejercicio, aunque con la aplicacion de
gjercicio post-lesion, éste lapso de tiempo fue de 21 dias (Jacotte-Simancas, 2013). Esta
cercania entre TBI y evaluacion de la memoria podria ser significativa, ya que el paso del
tiempo podria reducir en cierta medida los efectos de la lesion, y hacer mas factible que un
tratamiento preventivo, como en este caso el ejercicio previo, pudiera reducir el déficit. El
ejercicio aplicado antes de la lesién podria tener efectos neuroprotectores no suficientemente
potentes como para reducir el déficit de memoria a largo plazo en momentos proximos a la
lesion, en el que quizas el efecto de la lesion seria mas potente, pero si tras un mayor periodo
post-lesion, cuando el efecto de la misma quizas se hubiera reducido un poco por los propios

mecanismos plésticos que parecen activarse tras una lesion (Saha, Jaber, & Gaillard, 2012).

Otra variable analizada en nuestro experimento es la neofobia. En este test, hemos encontrado
diferencias significativas entre grupos en el tiempo total de exploracion, siendo el grupo que
realizd ejercicio el que explord por mas tiempo el objeto presentado. Ademas, hemos observado
una correlacion con tendencia a la significacion estadistica entre la cantidad de ejercicio fisico
realizado y la exploracion durante la sesion de neofobia. Estos dos ultimos datos, sugieren una
menor reactividad emocional de las ratas en la condicién ejercicio. Otras investigaciones
llevadas a cabo en nuestro laboratorio han mostrado una ligera reduccion de la reactividad

emocional en los sujetos lesionados(Amoros-Aguilar, 2013), por lo que es posible que el
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ejercicio revierta el efecto de la lesidon, aunque no exista un acuerdo general al respecto, ya que
en otros estudios se han encontrado datos contradictorios respecto a que el TBI afecte la
reactividad emocional. Seria interesante comprobar este efecto en otro estudio con grupo control
no lesionado para poder dilucidar si el ejercicio fisico previo puede contribuir a la reduccion de
los efectos de la lesion sobre la reactividad emocional. También seria necesario tener en cuenta
otros parametros sobre la reactividad emocional como la latencia en el tiempo de la primera
exploracion del objeto en el test de neofobia ya que ayudaria a tener un mayor control en los

resultados.

Finalmente, nuestro tercer objetivo, que no llegamos a poder cumplir, era determinar, a partir de
un analisis macroscopico del tejido nervioso, si el ejercicio fisico previo a la lesion por CCI
reducia el dafio cerebral asociado. Dado que no tenemos resultados de las ratas del presente
experimento, no podemos saber si la reducciéon de algunos de los déficits conductuales
producidos por la lesidon se acompafiaron también de una reduccion a nivel del dafio cerebral.

Dado que cuando el ejercicio se aplica después de la lesion si que se han observado efectos
neuroprotectores (Jacotte-Simancas, 2013), creemos que es posible que en el caso de que el

tratamiento con ejercicio sea previo a la lesion también es posible.

Este estudio presenta limitaciones importantes, como son el limitado tamafio muestral, asi como
la falta de un grupo control de lesidon que permita corroborar la existencia, por un lado, de un
déficit de memoria provocado por la lesion cerebral, y por otro, de efectos neuropotenciadores
que reduzcan dicho déficit. Por otro lado, por lo que sabemos éste es el primer estudio
experimental en el que se ha investigado el papel que puede jugar el ejercicio fisico realizado
con anterioridad a una lesion cerebral en la recuperacion de ésta, lo que podria ser muy practico
a la hora de realizar una prognosis en pacientes con TBI. Creemos que seria interesante que
futuras investigaciones aportaran mas luz en esta linea de estudio, por ejemplo, determinando la
cantidad e intensidad de ejercicio necesario previo a una lesion cerebral para poder observar un
efecto beneficioso, asi como estudiar a nivel microscopico los mecanismos subyacentes, como

por ejemplo los efectos antiinflamatorios.
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Las personas fisicamente activas podrian sufrir menores
secuelas después de un traumatismo cerebral

* Un estudio llevado a cabo con ratas sugiere que el ejercicio fisico realizado antes de
una lesion cerebral podria reducir sus secuelas.

* Lalesion cerebral traumatica afecta a unos 10.000.000 de personas en el mundo y
es la principal causa de discapacidad en menores de 40 afios.

* Concretamente, el ejercicio contribuiria a un menor deterioro de la memoria a
corto plazo.

El departamento de Psicobiologia de la Universidad Auténoma de Barcelona ha llevado a cabo
un estudio con ratas, en el que se ha demostrado que la realizacion de ejercicio fisico durante un
periodo previo a una lesion cerebral traumatica puede reducir el déficit de memoria a corto
plazo producido por dicha lesion. Los efectos protectores del ejercicio fisico frente al declive
cognitivo asociado al envejecimiento, asi como su capacidad para retrasar la aparicion de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer son bien conocidos, pero
hasta el momento ningtin laboratorio habia estudiado el papel preventivo que el ejercicio podia
tener frente a una lesion cerebral traumatica.

El experimento consistid en permitir que un grupo de ratas tuviera acceso a una rueda de
actividad durante aproximadamente dos semanas; después se les practicaba una intervencion
quirdrgica, bajo anestesia, en la que recibian una lesion cerebral por impacto cortical controlado,
y finalmente, después de un periodo post operatorio de 17 dias, se evaluaba su memoria a corto
y largo plazo mediante una tarea llamada memoria de reconocimiento de objetos. Esta tarea se
basa en la tendencia natural de los roedores por explorar objetos novedosos. La memoria se
evaluaba a partir del tiempo que los animales dedicaban a explorar un objeto desconocido en
comparacién a un objeto que se les habia presentado 3 h o 24 h antes. Paralelamente, se
evaluaba la memoria de otro grupo de ratas cuya Unica diferencia con las primeras era que no
habian tenido acceso a la rueda de actividad, esto es, no habian realizado ejercicio fisico.

En la prueba a corto plazo, los resultados mostraron que el grupo de ratas que realizd ejercicio
durante el periodo previo a la lesién exploraban durante mas tiempo los objetos desconocidos
que los que ya conocian. En cambio, este patron no se observo en los animales del grupo
sedentario, sugiriendo que fue el ejercicio fisico realizado antes de la lesion el factor que
contribuy6 a reducir el déficit de memoria. El experimento también ha demostrado que el
ejercicio fisico puede atenuar la ansiedad que acompafia al dafio cerebral traumatico.

Aunque estos hallazgos son preliminares puesto que se han obtenido en una muestra pequeiia,
en caso de confirmarse, tendrian importantes implicaciones a nivel sanitario, puesto que
permitiria realizar prondsticos mas precisos en pacientes que acaban de sufrir un traumatismo
cerebral, asi como el disefiar planes de recuperacion mas personalizados, en funcidn del historial
de ejercicio fisico del paciente. Por otro lado, este dato se suma a la larga lista de estudios que
demuestran la importancia de un estilo de vida activo y seria un dato a tomar en cuenta por los
organismos responsables de llevar a cabo campafias de prevencion y promocion de la salud y el
ejercicio fisico.

29



UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Departamento de Psicobiologia y Metodologia de las Ciencias de la Salud
Unidad de Psicobiologia

Universidad Auténoma de Barcelona

.Puede el ejercicio fisico previo a una lesion cerebral
traumatica reducir el déficit de memoria asociado a dicha

lesion?

Resumen ejecutivo

30



Introduccion

El dafio cerebral traumatico (TBI) es una de las causas mas comunes de discapacidad en la
poblacién afectando aproximadamente a 10 millones de personas en todo el mundo (Institute of
Medicine, 2011). Gracias a la introduccion de mejoras en el tratamiento agudo se ha conseguido
reducir la mortalidad, aunque este tipo de lesiones acostumbran a generar secuelas cronicas que
resultan altamente incapacitantes para el sujeto y afectan tanto a su calidad de vida como a su
entorno familiar y suponen un alto coste para los sistemas sanitarios. Estas secuelas consisten
en déficits cognitivos, cambios de personalidad o trastornos psiquidtricos. Los déficits
cognitivos mas frecuentes son las alteraciones atencionales y en las funciones ejecutivas asi
como déficits mnésicos. Los tratamientos dirigidos a la reduccién de estas secuelas a dia de hoy
son limitados y presentan resultados parciales.
Un tratamiento que podria ser 1til es el ejercicio fisico realizado de manera regular, ya que se ha
comprobado que no so6lo es beneficioso para la salud fisica, sino también para las funciones
cognitivas presentando efectos neuropotenciadores y neuroprotectores tanto en humanos como
en modelos animales. Varias investigaciones han observado que el ejercicio protege de la
pérdida cognitiva asociada a la edad (Etgen et al., 2010), y puede servir como factor preventivo
frente al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Andel et al., 2008), ) o los accidentes
cerebrovasculares (Lee, Folsom & Blair, 2003). En cuanto a los traumatismos cerebrales, se ha
visto que el ejercicio realizado de forma preventiva reduce la inflamacion y la muerte celular
asociadas al trauma posterior (Mota et. al, 2012), pero no existen estudios sobre sus efectos a
nivel cognitivo.
Teniendo en cuenta la importante relacidon que parece tener el ejercicio sobre la
neuroproteccion, hemos considerado relevante la realizacion de un estudio piloto partiendo de la
hipdtesis siguiente: el ejercicio fisico previo a una lesion cerebral traumatica tiene efectos
neuroprotectores, que pueden reducir los efectos de ésta a nivel conductual.
Los objetivos concretos que nos hemos planteado han sido:

1. Estudiar si el ejercicio fisico previo a una lesion traumatica moderada reduce el déficit

mnésico a corto (3 horas) y/o largo plazo (24 horas).
2. Determinar si existe una relacion entre la cantidad de ejercicio fisico previo a dicha

lesion y el recuerdo a corto y/o largo plazo.

Para contrastar nuestra hipotesis y dar respuesta a los diferentes objetivos hemos realizado un
estudio piloto en un modelo animal de lesion cerebral traumatica por impacto cortical
controlado. Para evaluar el déficit mnésico se siguid el paradigma de memoria de
reconocimiento de objetos. Esta tarea puede utilizarse como un modelo de memoria episddica,

la cual suele quedar afectada después de un traumatismo cerebral. Ademas, resulta un tipo de

31



memoria poco costosa y facil de evaluar debido a la tendencia exploratoria natural del animal,
y puede aplicarse se forma equivalente en personas.

Este proyecto va dirigido, por un lado, a todas aquellas instituciones sanitarias interesadas en la
prevencion de traumatismos cerebrales, ya que el ejercicio previo a una lesion cerebral
traumatica podria suponer una posible herramienta preventiva de déficit cognitivo, ademas de

promover la salud fisica y un estilo de vida saludable.

Por otro lado, también va dirigido a aquellas fundaciones interesadas en la investigacion de
nuevos tratamientos y factores relacionados para atenuar las secuelas para este tipo de
problematica puesto que seria necesario seguir indagando en esta linea ya que de esta forma se
podrian valorar de forma mas precisa a los pacientes y asi delimitar mejor los diferentes

prondsticos y los tratamientos posteriores en funcion de sus caracteristicas personales.

Metodologia

Para la realizacion de este estudio piloto se contd con una muestra de 9 ratas Wistar
que se asignaron aleatoriamente a un grupo con ejercicio o sedentarismo.
Los animales con ejercicio tuvieron acceso libre a una rueda de actividad durante 17 dias. Una
vez finalizado el programa de ejercicio, ambos grupos se sometieron a una intervencion
quirurgica en la que se les practicO una lesidon cerebral traumadtica por impacto cortical
controlado, que consiste en un aparato con un piston que realiza una lesion moderada afectando
el cortex y la formacion hipocampal.

Pasadas dos semanas después de la lesion, se realiz6 la prueba de memoria de reconocimiento
de objetos.

En primer lugar, se realizaban dos sesiones de habituacion a la jaula de aprendizaje para que el
animal se familiarizase con el entorno. A continuacion, se aplicaba una prueba de neofobia en la
que se colocaba una pieza compleja de Lego, que servia para determinar el grado de ansiedad
del animal hacia un objeto nuevo en un entorno familiar. Finalmente, se realizaba propiamente
la tarea de reconocimiento de objetos, consistente en una sesion de adquisicion de 15 minutos,
en la que se colocaba al animal con dos objetos idénticos y se le dejaba explorar libremente,
y dos pruebas de memoria, la primera a las 3 horas y la segunda a las 24 horas de la prueba de
adquisicion. En cada una de ellas, se mostraba uno de los objetos familiares (presentado durante
la sesion de adquisicion) y un objeto nuevo, diferente para cada sesion de retencion, y se media
el tiempo dedicado a explorar cada objeto. En estas sesiones, se calculé el indice de
discriminacién (% de tiempo de exploracion del objeto nuevo dividido entre el tiempo de
exploracion total), segin el cual un indice siendo necesario que fuera superior a 0 para

considerar que recordaron.
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Resultados

En la prueba de neofobia, los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre el
grupo ejercicio y el sedentario [U= 1.000, z = -2,214, p = 0.027]. De forma que, el ejercicio fue
un factor relevante para reducir la reactividad emocional asociada al TBI.

En la primera retencion, una vez eliminado un sujeto outlier, los resultados mostraron que los
animales del grupo con ejercicio recordaron el objeto familiar (p=0,009) mientras que los
sedentarios no. En cambio, en la retencion a las 24 horas ninguno de los grupos recordd el

objeto familiar.

Consideraciones e implicaciones

Los resultados obtenidos sugieren que el ejercicio fisico realizado durante un periodo previo
a un traumatismo cerebral parece revertir el déficit de memoria a corto plazo ya que el grupo
con ejercicio mostrd que recordaba el objeto familiar en la primera retencion mientras que el
grupo sedentario no. Por el contrario, en la segunda retencion ninguno de los grupos recordo el
objeto familiar lo que sugiere que el ejercicio previo no tiene la capacidad de revertir el déficit
de memoria a largo plazo. Cabe decir que seria importante estudiar si con una mayor duraciéon
del programa de ejercicio se obtendrian mayores beneficios. Por ejemplo, el estudio realizado
por Mota et al. (2012) mostré que a nivel molecular se dieron efectos antiinflamatorios y una

menor muerte neuronal después de 4 semanas de ejercicio (Mota et al. 2012).

Los resultados obtenidos en este estudio no permiten establecer conclusiones definitivas debido
al limitado tamafio muestral y a la falta de grupos control. Pese a ello, y de confirmarse en una
muestra mayor y con un grupo control, el ejercicio fisico previo podria ser una herramienta

preventiva para los déficits asociados de memoria a corto plazo.

En cuanto a la neofobia, parece ser que el ejercicio previo reduciria la reactividad emocional
revirtiendo el efecto de la lesién. Seria muy interesante realizar una investigacion con un grupo
no lesionado para comprobar si la lesion aumenta la ansiedad, y poder dilucidar si el ejercicio es

capaz de reducir este efecto de la lesion.

Esta nueva linea de investigacion supondria un campo muy prometedor dado que el ejercicio
fisico normalmente se asocia a una mejor salud fisica y se dejan en segundo plano los beneficios
cognitivos cuando éstos son uno de los efectos mas importantes para la salud de la poblacion
general. Seria interesante continuar con este plan ya que el ejercicio como tratamiento
preventivo parece ser una buena herramienta para la prevenciéon no solo de diferentes
enfermedades sino que también tendria efectos neuroprotectores importantes sobre los efectos

posteriores de las lesiones cerebrales trauméaticas. Con estudios de este tipo no solo se
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promociona la salud fisica sino que también se conciencia a la sociedad de la importancia de
seguir un estilo de vida activo para mantener las funciones cognitivas. Ademas, contribuyen a
desarrollar nuevas estrategias para afrontar un problema tan grave como suponen los
traumatismos cerebrales ya que podrian aplicarse diferentes planes de promocion del ejercicio
como herramienta para prevenir posibles alteraciones cognitivas. Como ya se ha indicado
previamente, también seria util en el ambito sanitario y clinico porque ayudaria a ajustar el
prondstico que presentaran los pacientes teniendo en cuenta diferentes factores individuales y

asi personalizar sus tratamientos.
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