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1. PLANTEAMIENTO GENERAL

El TBI puede definirse como una alteracién en la funcién del cerebro u otra evidencia
patoldgica cerebral similar causada por fuerzas externas al organismo (Menon et al., 2010).
Se estima que cada afio casi 69 millones de personas en el mundo sufriran un TBI, que en su
mayoria, sera de severidad leve (81%) o moderada (11%) (Dewan et al., 2019). El TBI se
considera una de las mayores causas de discapacidad y muerte, sobre todo en la poblacién
joven, y supone aproximadamente un 30% de las muertes por lesiones cerebrales (Pervez et
al., 2018). Ademas, las estimaciones indican que una gran proporcion de los supervivientes
sufrirdn secuelas cognitivas a largo plazo como problemas de atencion, control ejecutivo,
memoria a largo plazo o aprendizaje, deteriorando su calidad de vida (Delmonico et al., 2021;
Gorgoraptis et al., 2019; Pavlovic et al., 2019). Es destacable que la cronificacion de los
sintomas producidos por el TBI se ha relacionado con el desarrollo de diferentes
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Ramos-Cejudo et al.,
2018) o de Parkinson (Delic et al., 2020). Por tanto, tras un TBI, las personas pueden sufrir
diferentes secuelas tanto a corto como a largo plazo influyendo negativamente en su calidad
de vida y, por ello, es necesario desarrollar tratamientos que no solo se centren en la fase
aguda disminuyendo la mortalidad, sino también mas a largo plazo disminuyendo las secuelas

asociadas.

En esta linea, estudios con animales indican que el ejercicio fisico puede ser un buen
candidato a considerar. El ejercicio fisico ha mostrado ser capaz de reducir los déficits
cognitivos asociados al dafio cerebral de moderado a severo (Jacotte-Simancas et al., 2015;
Martinez-Drudis et al., 2021; Y. Zhang et al., 2022) observandose de manera subyacente a
esta mejora un aumento de la proliferacion celular y de la neurogénesis (Amorés-Aguilar et
al., 2020; Fernandes et al., 2017; Griesbach et al., 2004, 2007, 2009; Jacotte-Simancas et al.,
2015) como una atenuacioén de la pérdida de neuronas maduras y de la respuesta inflamatoria
en el hipocampo (Amorés-Aguilar et al., 2020). Sin embargo, los parametros Optimos de
aplicacion, como el momento de inicio del tratamiento, siguen siendo controvertidos a dia de

hoy.

De manera general, aguellos estudios en animales en los que el ejercicio fisico se inicia de
manera demorada, a partir de 4 dias postlesién, muestran que este tratamiento es capaz de
reducir los déficits cognitivos asociados al TBI (Amorés-Aguilar et al., 2020; Griesbach et al.,
2004, 2009; Ko et al., 2018). Sin embargo, aquellos estudios que inician el ejercicio de manera
temprana, 1 o 2 dias después de la lesién, tienden a mostrar resultados contradictorios, pues
mientras unos observan efectos beneficiosos (Chen et al., 2013; Chio et al., 2017; Kim et al.,

2010), otros reportan un incremento de los déficits asociados al TBI (Griesbach et al., 2004;



Hicks et al., 1998; Taguchi et al., 2019). Si bien esta disparidad en los resultados puede
deberse, en parte, a variaciones en las metodologias utilizadas, la naturaleza de los procesos

gue ocurren tras un TBI podria ser clave.

La fisiopatologia del TBI es bifasica. Inicialmente se produce un dafio primario por las fuerzas
mecanicas generadas por el impacto sobre el craneo que se asocia con una pérdida de tejido,
hematomas, cambios en el flujo sanguineo, pérdida de la integridad celular, etc. A
consecuencia de este dafio primario, se genera un dafio secundario que incluye diferentes
procesos como estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad, neuroinflamacion,
degeneracion de los axones y muerte por apoptosis (Ng & Lee, 2019). Considerando que el
ejercicio fisico ha demostrado ser capaz de reducir el dafio secundario, es concebible
proponer que cuanto antes se pueda iniciar después de la lesién, mejor sera el prondstico a
largo plazo. En cambio, se ha propuesto (Griesbach, 2011) que la disfuncién mitocondrial que
se produce en los primeros momentos tras el traumatismo y su impacto sobre el metabolismo
cerebral (Lamade et al., 2020) podrian verse agravados por la introduccién muy temprana del

ejercicio fisico que esta asociado a un incremento de la demanda energética.

En este sentido, estudios con animales han mostrado que el ejercicio previo al traumatismo
puede aliviar la disrupcién metabdlica causada por la lesion (Gu et al., 2014; Soltani et al.,
2020), ademas de reducir la neuroinflamacion, los procesos de excitotoxicidad, el estrés
oxidativo y los déficits de memoria asociados al TBI (Chio et al., 2017; Mota et al., 2012; Taylor
et al., 2015; Zhao et al., 2015). Por tanto, si el ejercicio previo a la lesion puede reducir el
impacto inicial sobre el metabolismo cerebral, es plausible que interaccione con el ejercicio
posterior al traumatismo permitiendo por un lado un inicio temprano del mismo y, por otro, una

potenciacion de sus efectos beneficiosos cuando el inicio es demorado.
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2.  DANO CEREBRAL TRAUMATICO

2.1 Definicion de Dafo Cerebral Traumatico (TBI) y Datos Epidemioldgicos

El centro de control y prevencion de enfermedades de los EE. UU. define el TBI como la
disrupcién en la funcionalidad cerebral normal producida por un golpe (de leve a grave), una
sacudida o una lesién penetrante en la cavidad craneal (Centers for Disease Control and
Prevention [CDC], 2023). De manera mas especifica, se puede definir como una condicién
aguda, repentina e inesperada producida por fuerzas externas al organismo, que genera una
alteracion tanto en la estructura como en el funcionamiento normal del cerebro, dando lugar
a déficits a nivel motor, emocional y cognitivo, que pueden alargarse durante meses e incluso
afos perjudicando seriamente la calidad de vida del paciente (Gardner & Zafonte, 2016;
Menon et al., 2010; Pervez et al., 2018). El TBI se encuentra entre los tipo de lesibn mas grave
debido principalmente a la alta tasa de mortalidad asociada y a las secuelas a largo plazo que
desarrollan los supervivientes (Taylor et al., 2017).

Existen grandes variaciones en las tasas de incidencia y mortalidad del TBI entre diferentes
paises y poblaciones (Brazinova et al., 2021). En cuanto al nimero de casos totales, se estima
gue anualmente 69 millones de personas sufren un TBI en el mundo, siendo EE. UU. y Canada
seguidos de los paises europeos los que presentan una mayor incidencia (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia mundial del TBI (casos por cada 100.00 habitantes) por paises segun la OMS (Dewan et al.,
2019).



Se debe tener en cuenta que la menor incidencia en paises subdesarrollados podria deberse
a factores como el acceso a la sanidad, los recursos econémicos o las diferencias
metodoldgicas estipuladas a la hora de valorar la incidencia de un TBI, que podrian suponer
una infraestimacion del nimero de casos en estos paises (Dewan et al., 2019). La mortalidad
de un TBI severo es elevada (> 30%) y, aproximadamente, el 60% de los supervivientes sufren
consecuencias de por vida que afectan a su bienestar (Maas et al., 2017). Ademas, el TBI
genera un importante impacto econémico, tanto por el coste directo debido a las muertes,
hospitalizaciones y tratamientos, como por el coste indirecto asociado a las bajas laborales
que, en muchos casos, se alargan durante meses (Faul & Coronado, 2015).

2.2 Clasificacién del TBI

El TBI se puede clasificar en funcién de diversos criterios: por la etiologia de la lesion, por sus
caracteristicas patologicas, por su clasificacion clinica o por su fisiopatologia (Saatman et al.,
2008).

Segun la etiologia de la lesién se puede dividir en tres tipos: lesiones abiertas, cerradas o
mixtas (Figura 2).

Fuerza de impacto Ondas expansivas
\ Fuerzainercial \si .
. ‘/_\
= DN <y
B £ o
Lesion abierta Lesion cerrada Lesion mixta
Hemorragia intracraneal Dafio axonal difuso
Edema cerebral Dafio axonal difuso Deformacién cerebral
Isquemia Hemorragia

Infeccion (frecuente)

Figura 2. Representacion de los tres tipos de lesiones segun su etiologia (fuerza de impacto, fuerza inercial o por
ondas expansivas). Creado con BioRender.com

En las lesiones abiertas, la cabeza es impactada o impacta contra un objeto que penetra
dentro de la cavidad craneal y que puede llegar a atravesar tanto la duramadre como el

parénquima cerebral. Los dafios asociados a este tipo de lesiébn son principalmente: la
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hemorragia intracraneal, el edema cerebral y la isquemia, siendo comun la infeccién por la
exposicion del tejido al exterior (Capizzi et al., 2020; Young et al., 2015). Las lesiones cerradas
sin penetracion de un objeto en la cavidad craneal y, por tanto, sin exposicion del tejido, se
producen como consecuencia de fuerzas inerciales que comprometen la integridad y
funcionalidad cerebral. Este tipo de lesion suele asociarse al dafio axonal difuso (Blennow et
al., 2016; Bruns & Hauser, 2003; Najem et al., 2018). Por ultimo, las lesiones mixtas se
producen por las ondas de presion rapidas que se generan tras una explosion. La gran
cantidad de energia que se transmite al craneo unido a la posible salida de metralla genera la
aparicion tanto de lesiones cerradas como abiertas. Se caracterizan principalmente por

producir una gran deformacion cerebral, hemorragia y dafio axonal difuso (Young et al., 2015).

En base a sus caracteristicas patoldgicas, el TBI se divide en dafio focal y dafio difuso. El
dafio cerebral focal es producido por las fuerzas de colision que actian sobre la cavidad
craneal y dan como resultado la compresién del tejido contra el craneo en el sitio del impacto
o0 bien en el lugar opuesto. Se caracteriza por hematomas subdurales y epidurales,
contusiones y hemorragia (Andriessen et al., 2010; McGinn & Povlishock, 2016). Tanto los
hematomas subdurales como epidurales son el resultado de la deformacién mecéanica del
tejido y de la disrupcion vascular cerebral, dando lugar a un aumento de la presion intracraneal
y a la compresion cerebral consecuente (Andriessen et al., 2010). Las contusiones son
lesiones hemorragicas que comienzan dentro de la corteza (comunmente en las crestas de
las circunvoluciones cerebrales) y que en las formas de TBI mas graves avanzan hacia la
sustancia blanca subcortical. La presencia de hemorragia en las contusiones esta asociada a
la generacién de edema y a cambios isquémicos que conducen a la destruccién de tejido,
necrosis neuronal y a la aparicion de cavidades rodeadas de una amplia activacion glial
(McGinn & Povlishock, 2016). En lesiones abiertas, el dafio focal se produce en el lugar donde
el tejido esta en contacto con el objeto penetrante mientras que, en las lesiones cerradas, el
dafio focal se genera por el contacto del tejido cerebral con las rugosidades de la cavidad
6sea (Povlishock & Katz, 2005). Por otro lado, el dafio difuso es mas disperso y no esta
relacionado a un foco especifico de dafo tisular (McGinn & Povlishock, 2016). Este dafo se
genera por la distorsion (estiramiento, torsion) del tejido asociado a fuerzas de aceleracién-
desaceleracion que producen dafio axonal, vascular y neuroinflamacién (Andriessen et al.,
2010; Nortje & Menon, 2004). El dafio axonal difuso puede verse agravado a su vez por el
aumento de la presion intracraneal, la disminuciéon del FSC y la hipoxia (Povlishock & Katz,
2005).

Segun la clasificacion clinica, el TBI suele dividirse en funcion de su gravedad. Histéricamente,
esta se ha evaluado con la escala de coma de Glasgow (GCS), que se rige principalmente

por el estado de consciencia del paciente (Teasdale & Jennett, 1974). La GCS examina
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principalmente las respuestas motoras y verbales del paciente y el movimiento ocular tras el
traumatismo (Gardner & Zafonte, 2016). Segln las puntuaciones obtenidas, el TBI se divide
en diferentes grados de severidad: grave (3-8), moderado (9-12) o leve (13-18), siendo el leve
el que muestra una mayor incidencia y conforma hasta el 80% del total de casos de personas
con un TBI (Gardner & Zafonte, 2016). Junto con la GCS, otras medidas muy utilizadas para
valorar la severidad del TBI son la duracién de la pérdida de consciencia, la amnesia
postraumatica y los resultados obtenidos a través de las pruebas de resonancia magnética
funcional (Capizzi et al., 2020) (Tabla 1).

GSC Pérdida de Alteraciones de Amnesia
(24 h) consciencia la consciencia postraumatica
LEVE (80 %) 13-15 0-30 min <24h <1 dia- 1 dia
MODERADO (10 %) 9-12 >30min<24h >24h >1 dia- < 7 dias
GRAVE (10 %) 3-8 >24h >24h > 7 dias

Tabla 1. Clasificacion del TBI segun su gravedad, adaptacion de (Capizzi et al., 2020). GCS: Glasgow Coma Scale.
Creado con BioRender.com

Segun la fisiopatologia del TBI se suele distinguir entre el dafio primario y el secundario
(Figura 3).

* Focal brain contusion

* Vascular and blood-brain barrier rupture
* Hemorrhage

* Neuronal and axonal injury

* Release of cytokines, chemokines, and damage
associated molecular patterns

* Excitotoxicity

+ Oxidative stress

* Inflammation

* Programmed cell death
* Demyelination
 Autoimmunity

* Neurodegeneration

Secondary

Injury

Figura 3. Segun su fisiopatologia se distingue entre el dafio primario, que se produce directamente por la fuerza
mecanica que genera la lesion, y el dafio secundario, consecuencia del primario. Aunque se estudien de manera
separada ambos procesos conforman un continuo dificilmente separable en el tiempo (Modificado de Jarrahi et al.,
2020).

12



El dafio primario se inicia en el mismo momento de producirse el traumatismo y es
consecuencia directa de la deformacién del tejido cerebral. Incluye laceraciones, contusiones,
hemorragias, fracturas, dafio neuronal y axonal, ademas de la liberacion de diferentes
citoquinas y patrones moleculares asociados al dafio (Jarrahi et al., 2020; Ng & Lee, 2019;
O’Connor et al., 2011). El dafio secundario es consecuencia de este primer dafio y da lugar a
la activacion de diferentes eventos fisiopatoldgicos, entre los que se incluye la isquemia, el
edema, la inflamacién, procesos de excitotoxicidad y estrés oxidativo con la consecuente
pérdida de la funcion celular, muerte por apoptosis y neurodegeneracion (Jarrahi et al., 2020;
O’Connor et al., 2011).

2.3 Modelos Animales de TBI

Como mencionamos anteriormente, el TBI es una condicién adquirida y compleja que genera
situaciones muy heterogéneas en la clinica, siendo dificil la creacién de modelos animales de
dafio cerebral traumatico que reproduzcan todo el espectro de cambios que se observa en
humanos (Capizzi et al.,, 2020; O’'Connor et al.,, 2011). A su vez, las diferencias tanto
anatémicas como funcionales entre el cerebro humano y el de otros animales hace
complicada la extrapolacion de los resultados al &mbito clinico (Ma et al., 2019; Risling et al.,
2019). Sin embargo, los modelos animales son una poderosa herramienta para poder estudiar
el TBI de manera controlada, rigurosa y eficiente (Risling et al., 2019). A continuacién,

expondremos los modelos mas utilizados actualmente para generar un TBI en animales.

Modelo de impacto por caida libre de un peso

El modelo de WDI es considerado el primer modelo animal de TBI. Utiliza la fuerza gravitatoria
ejercida sobre un peso en caida libre desde una altura predeterminada para generar una
lesion cerebral focal (Feeney et al., 1981; Najem et al., 2018). Existen dos versiones de este
modelo, una en la que se realiza una craneotomia para dejar la duramadre expuesta y otra en
la que se deja el craneo intacto (Morales et al., 2005). La severidad de la lesion estéd asociada
tanto a la cantidad de peso utilizado como a la altura desde donde se deja caer. Ademas, el
angulo del impacto y las fracturas de craneo resultantes pueden influir en las caracteristicas
de la lesién (Chiu et al., 2016). Las lesiones suelen presentar hemorragias en las primeras
horas tras el dafio y suelen progresar en las primeras 24 h hasta dar lugar a cavidades
necréticas (Feeney et al.,, 1981). La evaluacion histolégica muestra pérdida de células
corticales directamente debajo de la zona de impacto y en regiones cercanas al lugar de la
lesién, como el hipocampo (Tang et al., 1997). Ademas, se asocia con deficiencias cognitivas

tanto a largo como a corto plazo (Khalin et al., 2016).

13



Este modelo fue descrito por primera vez por Fenney como un modelo de dafio focalizado
(Feeney et al., 1981). Posteriormente, se han realizado adaptaciones, como la realizada por
Marmarou, que incorpora un disco metalico sobre la cavidad craneal para disipar la fuerza del
impacto y evitar fracturas dseas debidas a la caida del objeto (Marmarou et al., 1994) (Figura
4). Con el modelo de Marmarou se consigue replicar el dafio axonal difuso y el posterior
edema cerebral que se observa tras un TBI producido por caidas y accidentes de tréfico (Viano
et al., 2012; Wang et al., 2010).
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Figura 4. A) Modelo por caida de peso de Fenney. B) Modelo por caida de peso de Marmarou. (Ma, Xiaotang et
al., 2019).

Las ventajas de este modelo son su sencillez de realizacion y que reproduce fielmente el dafio
asociado a una contusién (Morales et al., 2005). Como principales desventajas se encuentran
la posibilidad de fragmentacion del craneo y, en el modelo de Feeney, la posibilidad de que
se produzca un rebote de la pesa sobre la cavidad craneal tras el primer impacto (Feeney et
al., 1981).

Modelo de impacto cortical controlado

Este modelo, que se caracteriza por generar lesiones focalizadas, fue desarrollado a finales
de los afios 80 y a dia de hoy sigue siendo uno de los modelos de TBI mas utilizados (Osier
& Dixon, 2016). El dispositivo utilizado para realizar un CCl se compone de un cilindro
neumatico de recorrido restringido, unido a un piston con una punta de diametro variable
segun la especie animal (Lighthall, 1988). En primer lugar, se realiza una craneotomia para
dejar expuesta la duramadre, que serd donde impactard la punta del pistdn una vez sea
activado el dispositivo. La gravedad de la lesion dependera de la duracion, la profundidad y la
velocidad con la que baje el cilindro neumético (Cherian et al., 1994), produciendo una lesion

focalizada controlada con precision (Ma et al.,, 2019). Ademas, el uso de un marco
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estereotaxico permite controlar la ubicacion de la lesion (Dean et al., 2017). Por tanto, la
posibilidad de poder ajustar todos estos factores hace que el modelo de CCIl posea un alto

nivel de precision y reproducibilidad (Figura 5).

Figura 5. Dispositivo de impacto cortical controlado (Ma et al., 2019).

El modelo de CCI logra replicar buena parte de los dafios asociados a un TBI humano, como
son la pérdida de tejido, el hematoma subdural agudo, la lesién axonal, la disrupcion de la
BHE y el edema, asi como el progreso de diferentes eventos fisiopatolégicos como la
neuroinflamacion, el estrés oxidativo, la excitotoxicidad, la disfuncién mitocondrial y el dafio
neuronal (Acosta, Diamond, et al., 2013; Edward Dixon et al., 1991; Lighthall, 1988; Yu et al.,
2009). A pesar de que el CClI es considerado fundamentalmente un modelo de dafio cerebral
focal, diferentes estudios indican que los cambios fisiopatolégicos se extienden a otras
regiones, incluso del hemisferio contralateral (Harris et al., 2016; Pischiutta et al., 2018; Turtzo
et al., 2013). Ademas, el modelo de CCI logra reproducir buena parte de los déficits cognitivos
asociados al TBI, como los déficits de memoria (Amords-Aguilar et al., 2015).

Las ventajas de este modelo radican principalmente en su alto grado de control de los
parametros biomecanicos (velocidad, tiempo y profundidad) del impacto, la aplicabilidad del

modelo en diferentes especies y que no genera dafio por rebote (Dean et al., 2017).

Modelo de darfio por explosién

En este modelo el animal se expone a la onda expansiva de una explosion. Para ello, es
colocado dentro de un cilindro que presenta un extremo cerrado en contacto con un detonador.
Los pardmetros utilizados para controlar la severidad de la lesion incluyen la presion méxima,

la duracion y la forma del pulso (Risling et al., 2019) (Figura 6).
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Figura 6. Dispositivo para reproducir un dafio por explosion (Risling et al., 2019).

Este modelo produce dafio cerebral difuso, neuroinflamacién y pérdida neuronal, asociandose

con una pérdida de memoria a corto plazo (Matsuura et al., 2021).

Modelo por perfusiéon de fluido

En un principio, el modelo por FPI (Figura 7) se desarroll6 para generar lesiones focales, sin
embargo, en muchos casos la energia liberada en el impacto esta asociada con dafio axonal
difuso. Por ello, esta catalogado como un disefio cerebral traumatico mixto (Hicks et al., 1996).

Pressure signal conditioner

Figura 7. Dispositivo para lesiones por perfusion de fluidos (Ma et al., 2019).

El dispositivo utilizado en este modelo consta de un péndulo que, al ser activado, golpea un
piston que se encuentra en el extremo de un depdésito de liquido que es impulsado a una

presion constante, a través de un circuito cerrado, directamente sobre la duramadre
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(Thompson et al., 2005). El pulso de presién del fluido determina la gravedad de la lesion. Un
mayor pulso de presion generara un mayor desplazamiento del tejido y una mayor

deformacioén cerebral (Dixon et al., 1987).

El modelo por FPI genera dafio neuronal en zonas localizadas y el posterior progreso del dafio
a zonas mas distantes de la lesion. Se asocia con dafio axonal difuso, neuroinflamacion y
edema en el parénquima cerebral (Alder et al., 2011; Spain et al.,, 2010). Ademas, logra
reproducir la degeneraciébn de regiones especialmente vulnerables al dafio como el
hipocampo, el talamo, el estriado y la amigdala (Hicks et al., 1996; Thompson et al., 2005),
pudiendo con ello estudiar la relacién entre la pérdida de funcionalidad de estas regiones y

los déficits cognitivos asociados (Alder et al., 2011; Morales et al., 2005; Spain et al., 2010).

La principal ventaja de este modelo es su gran fiabilidad, ya que, a pesar de las sutiles
variaciones en los parametros de lesién entre laboratorios, los resultados obtenidos en cuanto
a los cambios histolégicos, fisiolégicos, metabdlicos y de comportamiento son siempre

similares (Thompson et al., 2005).

2.4  Fisiopatologia del TBI

La fisiopatologia del TBI es un proceso complejo que engloba diferentes cambios moleculares

y celulares que se desencadenan como consecuencia del traumatismo.

2.4.1 Procesos Excitotoxicos y Estrés Oxidativo

Una de las principales consecuencias de una lesién traumética es el dafio en la vasculatura
cerebral. La ruptura de los vasos sanguineos por las fuerzas mecéanicas del trauma
compromete de manera importante el sistema vascular cerebral produciéndose una pérdida
de la autorregulacién cerebrovascular (Salehi et al., 2017). EI FSC se reduce inmediatamente
tras un TBI (Soustiel et al., 2005) y, dependiendo de la gravedad y la extension de la lesion,
esta reduccién se puede prolongar en el tiempo con consecuencias fatales para el paciente
(Bonne et al., 2003).

La regulacion del FSC es esencial para el mantenimiento de la funcion cerebral normal. En
condiciones normales, el flujo sanguineo es de 45-50 ml 100g-'min-! y su mantenimiento
alrededor de este valor es fundamental para la homeostasis cerebral. Para ello, el cerebro
tiene mecanismos para adecuar el FSC al consumo de oxigeno cerebral (acoplamiento
flujo/consumo). Sin embargo, ante un TBI, el organismo puede perder esta capacidad de
regulacion y, con ello, sufrir una reduccion del FSC (Soustiel et al., 2005). Cuando esta

reduccién sitta el FSC por debajo de 45-50 ml 100g-'min-1, el aporte de oxigeno a los tejidos
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va disminuyendo. Una de las principales consecuencias de la falta de oxigeno es el fallo
energético por la paralizacién del ciclo de Krebs y la consecuente disminucion de la produccion
de ATP. Esta disminucién reduce el funcionamiento de las bombas i6nicas y produce una
reduccién repentina de los gradientes de iones transmembrana (despolarizacion andéxica),
generando una liberacién de glutamato (Allen et al., 2005). Ademas, al no poder obtener
energia mediante la via aerdbica, el organismo trata de conseguir energia mediante la
metabolizacién anaerdbica de la glucosa, generando un aumento y acumulacion en el torrente
sanguineo de acido lactico, el cual causa acidosis y edema (Zetterberg et al., 2013). Junto
con estos mecanismos, la propia fuerza mecanica que genera el estiramiento de las neuronas
y de sus axones, también produce una despolarizacion de la membrana lo que aumenta
todavia mas la concentracion de glutamato extracelular (Krishnamurthy & Laskowitz, 2016;
Wang et al., 2016). La mayor disponibilidad a largo plazo de este neurotransmisor genera una
sobreestimulacion de los receptores glutamatérgicos, especialmente de los receptores NMDA
y AMPA, lo que supone una entrada masiva de Ca?* al espacio intracelular. Esta entrada de
Ca?* genera la activacion de diferentes enzimas catabdlicas como las fosfolipasas
(produciendo dafio en las membranas celulares y mitocondriales), las proteasas (generando
dafio en el citoesqueleto) y las endonucleasas (produciendo fragmentacion del ADN),
generando una respuesta molecular conocida como excitotoxicidad que puede llevar a la
muerte celular (O’Leary & Nichol, 2018; Wang et al., 2016; Zetterberg et al., 2013). El aumento
sostenido de la entrada de Ca?* y el deficiente funcionamiento de las bombas iénicas pueden
llegar a superar la capacidad de la célula para regular los niveles de Ca?*. El incremento de
este ion activa la cadena de respiracion celular y, en consecuencia, se produce un aumento
de las especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive oxygen species) y de nitrdgeno (Ansari
et al., 2008; Rueda et al., 2016).

Las ROS son radicales libres con un alto poder oxidativo y normalmente son eliminadas en
las neuronas por los antioxidantes. Sin embargo, el exceso de produccién de las ROS tras un
TBI, genera un desequilibrio entre las ROS vy los antioxidantes dando lugar a la peroxidacion
de lipidos, a la carbonizacion de proteinas y a la oxidacién del ADN, produciendo cambios en
la permeabilidad y fluidez de las membranas celulares (Rueda et al., 2016) (Figura 8). Por otro
lado, los aldehidos reactivos procedentes de la peroxidacién lipidica, aumentan la
permeabilidad de la BHE, provocan cambios en el citoesqueleto neuronal y alteran el
transporte de glucosa a través de las membranas, produciendo una exacerbacion del dafio

secundario asociado al TBI (Mustafa et al., 2010).
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Figura 8: El dafio primario genera una despolarizacién de la membrana que conlleva la liberacion indiscriminada
de aminoécidos excitatorios activando los receptores NMDA y AMPA. La activacion de estos receptores produce
la entrada de Ca?* al interior celular promoviendo la produccién de ROS. La presencia de estos radicales libres
genera un ambiente inestable que puede provocar dafio en las membranas celulares y en el ADN. Ademas, el
influjo de Ca?* incrementa la actividad de la enzima 6xido nitrico sintetasa que se halla involucrada en la generacién
de dxido nitrico. El 6xido nitrico puede participar en la peroxidacion lipidica y en las reacciones de las ROS en
células adyacentes, promoviendo la liberacion de mas aminoacidos excitatorios (Wang et al., 2016).

2.4.2 La Respuesta Inflamatoria: Papel de la Microgliay de la Astroglia

La neuroinflamacién es una respuesta fisioldgica innata que ayuda a proteger al organismo
de una infeccion o lesion. Sin embargo, tras un TBI se produce una respuesta inflamatoria
extendida en el tiempo que puede generar una disfunciéon neuronal (Vedantam et al., 2021).
Esta respuesta inflamatoria estd mediada por células del propio sistema nervioso central como
la microglia y los astrocitos, y por células del sistema inmune como los leucocitos (neutrdfilos,
monocitos y macrofagos) que se infiltran dentro del SNC al verse debilitada la BHE (Shields
et al., 2020).

Las células dafiadas por el traumatismo liberan patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs, Damage associated molecular patterns) que se convierten en potentes estimulos
inflamatorios (Z. Zhang et al., 2011). Los DAMPs son reconocidos por los receptores TLR de
las células microgliales y astrocitos alrededor de la zona dafiada, activando diferentes vias de
sefializacién. Como resultado, se produce la transcripcion de genes que codifican diferentes

citoquinas pro y antiinflamatorias, y una activacion de més células gliales que amplifican la
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respuesta inflamatoria (Ladak et al., 2019). En funcion del predominio de las sefiales pro o
antiinflamatorias en el entorno, las células de microglia tendran un estado de activacion con
perfil M1, M2 o mixto. Ante la presencia de moléculas antiinflamatorias como la IL-4 y la IL-
13, la microglia adquiere una conformacién M2, liberando citoquinas antiinflamatorias, como
el TNF-B, y factores neurotréficos como el VEGF, IGF-1, NGF, HGF o el BDNF, promoviendo
la neuroreparacion, la neurogénesis (Chiu et al., 2016; Donat et al., 2017), y la fagocitosis de
restos de células muertas (Karve et al., 2016). En cambio, ante el predominio de moléculas
proinflamatorias como el LPS y el IFN-y, la microglia adopta la conformacién M1 produciendo
la liberacion de gran cantidad de citoquinas proinflamatorias como las IL-13 e IL-2, el TNF-a
y de diferentes quimioquinas como la CCL2, CXCL9 y CXCL10 (Loane & Kumar, 2016). Esta
conformacion proinflamatoria aumenta los niveles de agentes oxidantes (ROS, Reactive
oxygen species) que, sumados a los producidos por el dafio mitocondrial, aumentan el estrés
oxidativo y con ello la neurodegeneracion (Loane & Kumar, 2016) (Figura 9).
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Figura 9. Respuesta y activacion microglial ante un TBI. Después de un traumatismo, las células dafiadas liberan
los DAMPs que se unen a la familia de receptores TLR expresados en la microglia y los astrocitos. En el SNC las
células de microglia son las primeras en reaccionar ante un dafio. La microglia activada tiene dos estado, M1
(proinflamatorio) M2 (antiinflamatorio) o mixto. Creado con BioRender.com

La liberacion de citoquinas proinflamatorias también puede inducir la liberacién de glutamato
por parte de la microglia, potenciando el efecto excitotéxico y exacerbando el dafio secundario
(Takaki et al., 2012).
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Algunos estudios han demostrado que la microglia puede mantener un perfil proinflamatorio
durante semanas e incluso meses después de desaparecer los efectos agudos de la lesién,
lo que puede llevar a cambios degenerativos progresivos y a una morbilidad crénica del

paciente, junto con una mayor vulnerabilidad a un dafio posterior (Witcher et al., 2015).

Aunque las células de microglia son las primeras células gliales que responden ante un
proceso inflamatorio por su alta sensibilidad a los cambios en el microambiente circundante,
los astrocitos también juegan un papel importante (Michinaga & Koyama, 2021). En
condiciones normales, los astrocitos se ocupan de mantener la homeostasis i6nica, el control
del flujo sanguineo en el SNC, dan soporte estructural a las neuronas y proporcionan la
separacion entre el SNCy el sistema vascular mediante la barrera de glia limitante (Sofroniew,
2015). Ademas, poseen un papel muy importante de soporte funcional a las neuronas ya que
reciclan el exceso de neurotransmisores que se halla en el espacio sinaptico y que, de no
retirarse, puede tener un efecto perjudicial sobre la neurona, como en el caso del exceso de
glutamato (Zou et al., 2010). Ante un dafio tisular, los astrocitos sufren una astrogliosis reactiva
hipertrofica que incluye cambios moleculares, estructurales y funcionales (Burda et al., 2016;
Zhou et al., 2020). Los astrocitos activados pueden mostrar secuencialmente dos tipos de
fenotipos histoldgicos, primero convirtiéendose en RAs y mas adelante en astrocitos
conformadores de cicatrices (Hara et al., 2017). Ambas conformaciones estan asociadas a
una mayor expresion de diferentes proteinas como son la GFAP o la nestina (proteina fibrosa),
entre otras, siendo la alta expresién de GFAP vy la aparicion de hipertrofia celular los criterios
necesarios para definir la presencia de los RAs (Liddelow et al., 2017). De forma similar a la
microglia, los RAs pueden presentar dos conformaciones con perfiles opuestos. Por un lado,
existe una conformacién neurotéxica (Al), inducida por la liberacion de diferentes citoquinas
proinflamatorias por parte de la microglia reactiva, y una conformacion neuroprotectora (A2)
relacionada con la liberacion de diferentes neurotrofinas y la absorcién del exceso de
glutamato (Fan & Huo, 2021; Liddelow et al., 2017; Myer et al., 2006). Los efectos neurotéxicos
asociados a la activacion de los astrocitos se deben no sélo a la accion de los astrocitos RAs
con conformacion Al, sino también a la secrecién de citoquinas por parte de las cicatrices

gliales en las zonas aledafias al dafio (O’Shea et al., 2017).

3. EJERCICIO FisICO
3.1 Definicion

La actividad fisica se define como cualquier movimiento corporal que se produce por la accion
muscular esquelética y que conduce al consumo de energia (Caspersen et al., 1985). A nivel

evolutivo, la actividad fisica ha demostrado ser un factor importante para la supervivencia del
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ser humano. La necesidad de movimiento parece estar programada en nuestros genes siendo
probable que el genoma humano haya evolucionado para poder soportar un aumento de las
demandas metabdlicas asociadas con la caza y la busqueda de alimento (Neel, 1999). Por
ejercicio fisico se entiende la actividad fisica que esta planificada, estructurada, es repetitiva
y tiene como obijetivo final o intermedio la mejora o el mantenimiento de la condicion fisica
(Caspersen et al., 1985). El impacto positivo que el ejercicio puede generar a nivel fisico ha
sido ampliamente estudiado, y desde la década de los noventa se ha observado una relacion
entre el ejercicio fisico y la neuroplasticidad. En 1995, Neeper et al., publicaron una pequefia
nota en la revista Nature en la que indicaban, por primera vez, que el ejercicio fisico podia
incrementar la expresién de BDNF en zonas del cerebro de las ratas, como el hipocampo y la
corteza. Los autores asociaron el ejercicio fisico con una potenciacion de la neuroplasticidad

(Neeper et al., 1995), sentando asi las bases de posteriores investigaciones.

3.2 Modelos Animales de Ejercicio Fisico

En los estudios con animales, principalmente roedores, normalmente se utlizan dos

paradigmas de ejercicio: el forzado y el voluntario (Alkadhi, 2018).

Modelos de ejercicio voluntario

En los estudios con roedores se suelen utilizar ruedas de actividad a las que los animales
tienen acceso ilimitado o limitado a unas horas del dia. Estas ruedas suelen incorporar un
sistema de registro de los valores de ejercicio, como la distancia recorrida y el tiempo de
ejercicio del animal (De Bono et al., 2006). Este modelo esta ampliamente descrito en
roedores, que muestran un patron de actividad espontanea que varia a lo largo del tiempo con
un pico de actividad a las 4-5 semanas desde su inicio y que suele mantenerse hasta las 7-8
semanas. A partir de este momento, se observa una disminucién progresiva en la distancia y
la duracion de la carrera de actividad espontanea hasta caer por debajo de los 3 km diarios a
partir de los 7-8 meses de edad (Mondon et al., 1985). También se ha observado que el
momento del dia es un factor importante, siendo en las horas de oscuridad cuando se produce
una mayor actividad, especialmente entre la primera y la tercera hora (Mondon et al., 1985).
La principal ventaja del uso de ejercicio voluntario en comparacién con el forzado es que se
relaciona con una menor respuesta de estrés de los animales ya que frecuentemente en los
modelos forzados se utilizan pequefios estimulos aversivos para hacer que los animales
corran, por ejemplo, en una tapiz rodante (Griesbach et al., 2012). Por otro lado, hay que tener
en cuenta que, para poder registrar la cantidad de ejercicio de cada animal, suelen estabularse
individualmente, si bien en los ultimos afios se ha introducido la utilizacién de chips que

permiten realizar un registro individual evitando asi la estabulacion individual.
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Modelos de ejercicio forzado

El ejercicio forzado se suele realizar mediante tapiz rodante, rueda motorizada o natacion
forzada, y permite controlar por parte del experimentador los diferentes pardmetros del
ejercicio (Murinova et al., 2017). El método mas utilizado es la tapiz rodante, donde se fuerza
al animal a correr durante un tiempo, a una velocidad y con un angulo de inclinacion
determinados. Los animales pasan por un periodo de adaptacion al tapiz donde la intensidad
se aumenta progresivamente hasta llegar a los pardmetros establecidos previamente (Abreu
et al., 2016; de Bono et al., 2006). En cambio, en la natacién forzada solamente se puede
controlar el tiempo que el animal pasa en el agua (Murinova et al., 2017). Como hemos
comentado, la ventaja de los modelos de ejercicio forzado es que permiten ajustar con
precision la intensidad y/o la duracién de la actividad fisica. Sin embargo, en algunas
ocasiones se suele utilizar un pequefio choque eléctrico para evitar que el animal deje de

hacer ejercicio, lo que puede generar una mayor respuesta de estrés (Griesbach et al., 2012).

3.3  Ejercicio Fisico y Funciones Cognitivas
3.3.1 Ejercicio en Sujetos Sanos y Prevencion de los Déficits Asociados a un TBI

Existe una amplia evidencia en estudios en animales que indica que el ejercicio fisico es capaz
de mejorar diferentes funciones cognitivas, especialmente el aprendizaje y la memoria
espacial en tareas dependientes del hipocampo como el laberinto acuético de Morris. En este
tipo de tareas, los animales deben aprender la localizacién de una plataforma que se halla
sumergida, en funcién de la configuracién espacial de diferentes estimulos ambientales
(Cassilhas et al., 2016). Diferentes estudios han indicado que el ejercicio forzado tiene un
efecto positivo en la ejecucién de esta tarea (Ang et al., 2006; Asl et al., 2008; Fordyce &
Wehner, 1993; Qi et al., 2020; Uysal et al., 2005). Es el caso del siguiente estudio (Ang et al.,
2006) realizado en ratas utilizando la version de un dia de la prueba del laberinto acuatico de
Morris tras un periodo de 12 semanas de ejercicio forzado en tapiz rodante. Esta prueba
consta de tres blogues de cuatro ensayos separados por 30 min entre blogues y de una prueba
de retencion 30 min después del ultimo blogue de ensayos, donde el animal se somete a un
solo ensayo de 60 s. Los resultados indicaron que, en comparacion con los animales
sedentarios, los animales del grupo de ejercicio mostraron una reduccion del tiempo necesario
para la adquisicion de la tarea espacial y que, en la sesion de retencion, pasaron un porcentaje
de tiempo mayor en el cuadrante donde se situaba la plataforma durante los ensayos de
adquisicion. Sin embargo, algunos trabajos que han utilizado el ejercicio forzado han indicado
gue este tipo de ejercicio no es capaz de promover el aprendizaje espacial (Leasure & Jones,

2008; Ni et al., 2011). Cabe destacar que la intensidad podria ser un factor importante a la
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hora de observar este efecto beneficioso del ejercicio forzado sobre el aprendizaje espacial.
Asi, Bluestein et al., (2006) observaron que los animales con ejercicio forzado de alta
intensidad realizaron un mayor recorrido para encontrar la plataforma que aquellos que habian
realizado un ejercicio de intensidad baja, por tanto, el ejercicio de alta intensidad deteriora la
realizacion de esta prueba y no fomenta el aprendizaje espacial. Este aspecto sera tratado

con mas detalle en el apartado 3.4.1.

En relacion al ejercicio voluntario, la mayoria de estudios también indican efectos beneficiosos
sobre el aprendizaje y la memoria en el laberinto acuéatico de Morris, aun cuando la duracién
del ejercicio varie desde unos pocos dias hasta meses. Por ejemplo, en un estudio de
Vaynman et al. (2004), el tratamiento de 7 dias de ejercicio voluntario redujo la latencia a
encontrar la plataforma en la adquisicién y aumenté el tiempo, en la prueba de retencién, en
el cuadrante donde previamente se hallaba la plataforma. Ademas, el grupo de ejercicio
present6 un aumento de los niveles de BDNF y CREB asociados a la plasticidad. Efectos
similares sobre el aprendizaje y la memoria espaciales también se obtuvieron tras 28 dias (Liu
et al., 2009) o tras 2 meses de ejercicio voluntario (Molteni et al., 2004).

Otra de las pruebas utilizadas para valorar el efecto del ejercicio sobre tareas dependientes
del hipocampo es el laberinto radial o su versién acuatica. Estas pruebas se realizan en un
laberinto elevado en forma de estrella con un determinado nimero brazos (generalmente 8),
en el que los animales deben aprender la localizacion de un reforzador en funcién de la
configuracion espacial de sefiales externas al laberinto. Una buena ejecucion de la tarea se
caracteriza por visitar solo los brazos reforzados y recordar si ya han sido visitados para no
repetirlos. Estudios con ejercicio forzado han observado efectos beneficiosos (Alomari et al.,
2013; Khabour et al., 2013; Sampedro-Piquero et al., 2013). Asi, el ejercicio fisico realizado
mediante un procedimiento de natacion forzada donde cada animal realizaba un
entrenamiento en el que se debia nadar y descansar 5 min alternativamente durante 60 min
al dia (5 dias/semana) por un periodo de 6 semanas, redujo el nUmero de errores durante la
fase de adquisicion y durante las sesiones de retencién (tanto a los 30 min, como alas 5y 24
h), indicando que el ejercicio forzado mejoré el aprendizaje espacial e incrementé la memoria
tanto a corto, como a medio y largo plazo (Alomari et al., 2013). Similares resultados se
encontraron en otro trabajo realizado con ejercicio forzado en el tapiz rodante, donde aquellos
animales que formaban parte del grupo con protocolo de ejercicio mejoraron el rendimiento
en la tarea del laberinto acuético radial de 4 brazos, mostrando un porcentaje mayor de
entradas en los brazos correctos que el grupo sedentario (Sampedro-Piquero et al., 2013).
Estos efectos beneficiosos también se han observado en animales de edad avanzada (Tunca

et al., 2021; Vanzella, Neves, et al., 2017; Vanzella, Sanches, et al., 2017). En trabajos con
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ejercicio voluntario, también se observaron efectos beneficiosos tras 3 (Schweitzer et al.,
2006) o 6 semanas de tratamiento (Khabour et al., 2010).

Para valorar la memoria y el aprendizaje no espaciales existen otras pruebas como son el
paradigma de evitacion pasiva y la prueba de memoria de reconocimiento de objetos. La MRO
se basa en la tendencia espontanea de los roedores por explorar aquello que es novedoso, y
evalla la capacidad del animal para recordar si un objeto ha sido presentado previamente. La
version estdndar de esta tarea no tiene un fuerte componente espacial relacionandose
principalmente con la PRhc (Winters et al.,, 2008). Sin embargo, es posible hacer
modificaciones para aumentar la implicaciébn del hipocampo, ya sea modificando la
configuracion del espacio en el que se realiza la tarea para aumentar la carga espacial (Clarke
et al., 2010) o aumentando la demora entre la adquisicion y la prueba de retencion (Cohen &
Stackman, 2015). Diferentes experimentos han puesto de manifiesto que el ejercicio fisico
tanto voluntario como forzado puede mejorar la ejecuciéon de los animales en esta tarea. Por
ejemplo, Hopkins & Bucci (2010) observaron una facilitacién de la MRO en un grupo de
animales con 4 semanas de ejercicio voluntario. Resultados similares se obtuvieron en un
trabajo realizado en nuestro laboratorio donde los animales tras 6 semanas de ejercicio
voluntario moderado mejoraron la retencion tanto 24 como 72 h tras la adquisicion de la tarea
de MRO (Garcia-Capdevila et al., 2009). Estos efectos beneficiosos del ejercicio voluntario
sobre tareas no espaciales también se observan en animales adolescentes, en los que el
efecto parece ser incluso méas duradero que en los animales adultos (Hopkins et al., 2011).
Finalmente, los animales de edad avanzada (ratas de 24 meses) también se benefician de
este tipo de tratamiento como muestra el trabajo de Kim et al. (2010) en el que 6 semanas de
ejercicio forzado mejoraron una tarea de evitacion pasiva, ademas de potenciar la

neurogénesis en el GD del hipocampo.

Los resultados en humanos siguen la linea de lo observado en animales. Asi, el ejercicio fisico
ha demostrado potenciar en nifios, adolescentes y adultos, funciones cognitivas como la
funcion ejecutiva, la atencion, el aprendizaje y la memoria (Chang et al., 2009; Chang et al.,
2012; Hopkins et al., 2012). Generalmente la mayoria de estudios con ejercicio fisico son de
intervencion, donde un grupo de sujetos sedentarios inicia un régimen de ejercicio fisico,
principalmente aerdbico, que puede constar de una sola sesién (agudo) o varias sesiones a
lo largo de un periodo més largo de tiempo (crénico). En general, los trabajos realizados con
intervenciones agudas muestran que una sola sesién de ejercicio tiene efectos beneficiosos
sobre el aprendizaje y la memoria (de Diego-Moreno et al., 2022) y las funciones ejecutivas
como la atencién o la memoria de trabajo (de Diego-Moreno et al., 2022; Griffin et al., 2011).
Sin embargo, algunos estudios indican que los efectos de una sola sesion de ejercicio se

desvanecen rapidamente al finalizar el mismo. Por ejemplo, los trabajos de Audiffren et al.
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(2008) realizados en adultos jévenes, muestran que un protocolo de una sola sesion de
ejercicio fisico en bicicleta estéatica al 90% del VO;max (VOz;max, tasa maxima de consumo
de oxigeno que un individuo puede alcanzar durante el ejercicio exhaustivo) disminuyo el
tiempo de reaccidon en una tarea con estimulos auditivos y mejoré los procesos ejecutivos en
una tarea de generacion aleatoria de numeros (Audiffren et al., 2009), pero estos efectos
cesaron muy rapidamente tras finalizar el ejercicio fisico. El ejercicio crénico también ha
mostrado ser un buen protocolo para mejorar diferentes funciones cognitivas, como la
memoria, la funcién ejecutiva o la velocidad de procesamiento entre otras (Holzschneider et
al., 2012; Hdétting et al., 2012; Rogge et al., 2017; Smith et al., 2010). Ademas, diversos
trabajos muestran que incluso en sujetos moderadamente activos (de 1 a 3 sesiones por
semana), aumentar la frecuencia de ejercicio mejora las funciones ejecutivas, especialmente

la flexibilidad cognitiva (Masley et al., 2009) y la navegacién espacial (Basso et al., 2022).

Los estudios transversales analizan la existencia de una relacién entre la condicién fisica y
las funciones cognitivas evaluando las diferencias existentes entre personas que realizan
ejercicio y aquellas que son sedentarias. Diferentes estudios indican un mejor rendimiento
cognitivo en que aquellos sujetos con una mejor condicion fisica y, en algunos casos, un
mayor volumen de las regiones cerebrales implicadas. Por ejemplo, Chaddock et al. (2010)
mostraron que nifios/as con una alta condicién fisica tenian mejores resultados en tareas que
requerian mayor control ejecutivo y en tareas de memoria (Chaddock et al., 2012) y, ademas,
tenian un mayor volumen de las regiones cerebrales implicadas en dichas tareas. En jévenes
y adultos los resultados siguen la misma linea, donde una mejor condicion fisica se asocia
con un mejor control ejecutivo (Kamijo & Takeda, 2009, 2010) e inteligencia global (Aberg et
al., 2009).

Junto con estos efectos beneficiosos sobre las funciones cognitivas en sujetos sanos, el
ejercicio fisico regular parece que tiene un efecto protector ante un eventual traumatismo
craneoencefalico. Diferentes estudios en animales han mostrado que la realizacion de
ejercicio previo a un dafio cerebral puede proteger contra el deterioro funcional y cognitivo
asociado al dafio. Por ejemplo, 6 semanas de ejercicio voluntario en rueda de actividad
atenuaron el deterioro cognitivo (laberinto radial acuatico) y motor observado 7 dias tras un
TBI en ratones. Los resultados también mostraron un aumento de los valores de VEGF-A 'y
EPO (eritropoyetina), moléculas con un efecto neuroprotector, en regiones responsables del
movimiento (cortezas sensoriomotora) y la memoria (hipocampo) a las 24 h, perono alos 3y
7 dias tras un traumatismo (Taylor et al., 2015). El ejercicio forzado también puede ejercer un
efecto neuroprotector ante una lesion traumatica. Asi, Gu et al (2014), mostraron que 3
semanas de ejercicio voluntario previo al traumatismo mejoraban el aprendizaje y la memoria

espacial (laberinto de Morris) de los animales lesionados, evaluados 15 dias tras el
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traumatismo. Ademas, se observé un aumento de los niveles de moléculas relacionadas con
la plasticidad (BDNF y sinapsinas) y una reduccién de las alteraciones metabdlicas producidas
por el TBI. Resultados similares se han obtenido con protocolos de ejercicio forzado y MRO
(Fiorin et al., 2016) o laberinto de Barnes (Soltani et al., 2020). Algunos de estos efectos

protectores podrian mantenerse a largo plazo (Kopczynski et al., 2023).

No conocemos trabajos publicados que evalien, en humanos, si mantener una vida
fisicamente activa protege ante los efectos perjudiciales sobre el rendimiento cognitivo de un
eventual TBI. Sin embargo, si que existen algunos estudios con pacientes que han sufrido un
accidente cerebrovascular. Un estudio realizado en 1111 adultos de 70 afios de media con
dafio cerebral leve 0 moderado mostré que realizar ejercicio regular moderado (2-3 veces por
semana) o suave (andar unas 4 h a la semana) antes del derrame se asociaba con una mejor
funcién cognitiva evaluada poco después de la lesién (Reinholdsson et al., 2022). En otro
estudio se recogio informacion sobre la actividad fisica realizada en los 7 dias previos al dafio
en una muestra de 642 adultos (69 afios de mediana). Los resultados mostraron que niveles
elevados de ejercicio fisico se asociaban a un mejor rendimiento en una tarea usada
habitualmente para la deteccién de disfunciones cognitivas (SDMT, test de simbolos y digitos)
1y 6 meses tras el ictus, pero no en la evaluacion de la funcién cognitiva general a través del
Mini-Mental State Examination (Damsbo et al., 2020).

Por tanto, de manera general los resultados indican que, si bien haber realizado ejercicio fisico
antes del impacto puede proteger contra el deterioro cognitivo producido por el traumatismo,
aspectos como la intensidad y la cantidad de ejercicio pueden influir en la recuperacion

cognitiva tras la lesion.

3.3.2 Efectos del Ejercicio Fisico como Tratamiento de los Déficits Cognitivos
Asociados al Dafo Cerebral Traumético

En estudios con ejercicio voluntario posterior al traumatismo se ha podido comprobar la
capacidad de este tratamiento para revertir o al menos reducir los déficits de memoria tras un
TBI. Trabajos realizados con ratas en nuestro laboratorio, mostraron que el ejercicio voluntario
en rueda de actividad redujo los déficits de MRO generados por un CCI, tanto en la versién
estandar de la prueba (Amorés-Aguilar et al., 2020; Jacotte-Simancas et al., 2015), como en
las versiones que permiten evaluar componentes de memoria episodica como la memoria de
orden temporal (“cuando”) y la memoria de ubicacién de los objetos (“donde”) (Martinez-
Drudis et al., 2021). Trabajos en otros laboratorios también han mostrado que el ejercicio

voluntario es capaz de reducir los déficits de aprendizaje y memoria espaciales asociados a
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un TBI, evaluados a través de diferentes pruebas conductuales (Griesbach et al., 2009;
Krishna et al., 2017; Piao et al., 2013; Wu et al., 2013).

Estudios con ejercicio forzado también han indicado buenos resultados en la reduccion de los
déficits cognitivos asociados a un TBI. Asi, un trabajo en ratones mostré que el ejercicio
forzado moderado fue capaz de mejorar la ejecucion de los animales con lesién (CCI) en el
laberinto de Barnes, que es una tarea de memoria espacial dependiente del hipocampo
(Karelina et al., 2021). Resultados similares se obtuvieron utilizando otro modelo animal de
TBI (FPI) y otras tareas de aprendizaje y memoria como el evitacion pasiva y el Y-maze (Chou
et al.,, 2018). Sin embargo, en relacién al ejercicio forzado algunos estudios han indicado
resultados desfavorables (Griesbach et al., 2012, 2014; Taguchi et al., 2019). En esta linea
Taguchi et al. (2019) indicaron que animales con TBI que fueron sometidos a un protocolo de
ejercicio forzado en tapiz rodante, mostraron un incremento de marcadores proinflamatorios
y una mayor afectacién motora (Taguchi et al., 2019). Las diferencias observadas entre
estudios pueden ser debidas al momento de inicio del ejercicio, pues mientras en los primeros
estudios el ejercicio se iniciaba con 4 dias de demora tras la lesion, en el estudio del ejercicio
se iniciaba tan solo 24 h tras el dafio cerebral.

Como se ha explicado anteriormente, el TBI se caracteriza por el dafio primario producido por
el propio traumatismo, que da lugar a una serie de cambios asociados con la progresion del
dafio secundario y la posible aparicion de diferentes déficits cognitivos y/o sensoriomotores
que pueden afectar a la calidad de vida de la persona (Ng & Lee, 2019). En humanos,
diferentes estudios avalan que el ejercicio fisico puede mejorar la sintomatologia observada
tras una contusion cerebral, como el dolor de cabeza, el mareo, la fatiga, el insomnio, la
irritabilidad o la ansiedad (Lal et al., 2018), asi como las complicaciones secundarias
asociadas al estilo de vida sedentario que suele ser habitual en los pacientes con TBI
(Mossberg et al., 2010). Si bien no hay muchos estudios clinicos que evallen los efectos del
ejercicio sobre las funciones cognitivas y los dafios neurales asociados con un TBI, cada vez
hay mas trabajos que sugieren que el ejercicio puede ser una buena estrategia terapéutica
para la recuperacién cognitiva de pacientes con una lesién cerebral (Morris et al., 2016;
Sharma et al., 2020). Por ejemplo, Chin et al. (2015) mostraron que un régimen de ejercicio
fisico de intensidad alta (30 min/3 veces al dia/12 semanas) mejor6 la ejecucion en tareas que
requerian control ejecutivo en poblacion adulta con TBI. En otro trabajo (Imhoff et al., 2016),
adolescentes con TBI realizaron, 7 dias después de finalizar los sintomas postcontusionales,
un programa de rehabilitacion domiciliaria personalizado que incluia entrenamiento aerdbico
progresivo, ejercicios de coordinacion y de equilibrio. Los resultados indicaron que el
programa de rehabilitacion no solo mejoré aspectos como la coordinacion y el equilibrio, sino

gue los participantes mostraron un mejor rendimiento en pruebas que evaluaban la memoria
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episddica verbal, la memoria de trabajo y los procesos de atencion. Resultados parecidos se
han observado al evaluar el aprendizaje verbal y auditivo (Grealy et al., 1999) y la velocidad

de procesamiento y la inteligencia (Gordon et al., 1998).

Cabe destacar que no todos los estudios muestran estos efectos beneficiosos a nivel
cognitivo. Por ejemplo, en un trabajo realizado en nifios/as y adolescentes que habian sufrido
un dafio cerebral, una sesién de ejercicio fisico extenuante (durante 8 min), realizada el dia 2
y el dia 10 desde que los participantes autoinformaran de la resolucién completa de los
sintomas tras la contusion, empeoro tanto la velocidad de procesamiento como la toma de
decisiones. Este empeoramiento era mayor en la segunda sesion de evaluacion (10 dias
desde la ausencia de sintomas). Los autores sugieren que este efecto negativo durante la
segunda sesién podria relacionarse con la incorporacion al curso escolar que podria haber
aumentado la demanda ambiental y perjudicar en los resultados. Los autores también apuntan
que el autoinforme sobre la sintomatologia podria no haber sido suficientemente preciso y
que, por tanto, la recuperaciéon no fue la suficiente (Manikas et al., 2017). En la misma linea,
un estudio en el que se utilizé una intervencién combinaba de ejercicio fisico y técnicas de
autoafirmacioén (IntenSati) obtuvo mejoras en los sintomas depresivos, el estado de animo y

la calidad de vida de los participantes, pero no sobre la funcion cognitiva (Lee et al., 2014).

3.4 Pardmetros Relevantes del Ejercicio Fisico en Relacion a sus Efectos
sobre la Cognicion

Como se ha mostrado en el apartado anterior, en términos generales el ejercicio fisico tras el
traumatismo parece mejorar los déficits cognitivos asociados al TBI, aunque existen algunos
resultados contradictorios. Aspectos del tratamiento, como el momento de inicio, la duracion
o la intensidad del mismo puedan estar en la base de estas diferencias tal y como sugieren

los estudios con animales.

3.4.1 LaIntensidad del Ejercicio Fisico

Como se ha comentado anteriormente, la ventaja principal del ejercicio forzado es que permite
evaluar los efectos de diferentes “dosis” sobre los procesos cognitivos ya que se pueden
ajustar parametros como la intensidad y la duracion del tratamiento. Los estudios realizados
en animales sanos muestran que una intensidad moderada puede tener un efecto beneficioso
sobre los procesos de aprendizaje y memoria, mientras que una intensidad demasiado
elevada puede deteriorarlos. Asi, en un estudio realizado por Blustein et al. (2006) los
animales que eran entrenados con un protocolo de ejercicio de alta intensidad (25 m/min

durante 25 min/dia) recorrieron mayores distancias que los entrenados con un protocolo de
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baja intensidad (20-22 m/min durante 25 min/dia) hasta encontrar la plataforma sumergida,
indicando un deterioro de la adquisicién del aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de
Morris. Resultados similares se obtuvieron en otro trabajo realizado también en ratas en el
gque se evaluaron diferentes intensidades de ejercicio basandose en el indice de lactato en
sangre (Inoue et al., 2015). En este estudio se observé que el ejercicio moderado no afecto al
ritmo de aprendizaje, pero si que mejor6 la memoria de la tarea en comparacion al grupo
sedentario. Ademas, los niveles de corticosterona en sangre no se vieron alterados. En
cambio, el grupo de alta intensidad no logré6 mejorar ni el aprendizaje ni la memoria espacial
y si que mostré niveles de corticosterona elevados e hipertrofia adrenal. Cabe destacar que
incluso en aquellos trabajos en los que el ejercicio de alta intensidad tuvo un efecto positivo,
éste fue menor que el asociado a intensidades moderadas. Asi, un experimento (So et al.,
2017) realizado en ratones con dos pautas de ejercicio (moderada y elevada segun los niveles
de lactato en sangre) indicaron que los animales con pauta de ejercicio moderado mostraron
mayores niveles de neurotrofinas y mejor ejecucion en una tarea de discriminacion visual. Si
bien ambas condiciones de ejercicio promovian la neurogénesis, fue el grupo con la pauta
moderada la que mas la potencid, al promover la proliferacion, supervivencia, diferenciaciéon
y la migracion, a diferencia de la pauta de alta intensidad que solo promovioé significativamente

la diferenciacion y la migracion.

Estudios realizados en animales también indican que la intensidad del ejercicio podria ser
clave para explicar los efectos de este tratamiento en humanos sanos. Asi, el ejercicio de muy
baja intensidad ha mostrado no ser suficiente para generar buenos resultados, mientras que
las pautas de intensidad moderada suelen producir efectos beneficiosos sobre la cognicién
como la disminucién de la ansiedad (Pedersen & Saltin, 2015; Ploughman, 2008). En cambio,
pautas de ejercicio de alta intensidad producen un deterioro en tareas de aprendizaje y
memoaria espaciales (Kennard & Woodruff-Pak, 2012) o en tareas visoespaciales, ademas de
aumentar los niveles de cortisol (Bermejo et al., 2022). Esto parece indicar que el efecto del
ejercicio fisico sobre la funcién cognitiva se ajusta a una curva de U invertida. Sin embargo,
algunos trabajos también describen efectos positivos en protocolos con alta intensidad. Por
ejemplo, tanto una sesion de ejercicio de intensidad moderada como una de intensidad
elevada mejoraron la funcidén ejecutiva en sujetos sanos, sin embargo, dicho efecto fue mas
duradero cuando la intensidad fue elevada (Tsukamoto et al., 2016). Similares resultados
fueron reportados en una investigacion realizada en estudiantes sanos donde se comparaba
el efecto sobre la funcién cognitiva de dos protocolos de ejercicio regular, uno de intensidad
elevada y otro de intensidad moderada. Los resultados indicaron que la pauta de intensidad
elevada mejoré los resultados en el test de memoria visoespacial y en la retencion a las 48 h

del test de memoria declarativa en comparacion al grupo de intensidad moderada, sin bien
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estas diferencias desaparecian en el test de memoria a los 7 dias (Ballester-Ferrer et al.,
2022).

Por tanto, tanto en animales como humanos sanos, la intensidad moderada parece ser la
pauta Optima para potenciar diferentes funciones cognitivas. Ahora bien, la cantidad e
intensidad de ejercicio que beneficiaria a sujetos sanos y la cantidad e intensidad de ejercicio
que podria generar un efecto positivo en sujetos con alguna patologia, por ejemplo, un TBI,
podrian ser diferentes. En este sentido, se ha indicado que, tras un dafio cerebral, los
pacientes suelen mostrar un menor rendimiento aerdbico asociado a una menor capacidad
cardiovascular y pulmonar, aumentando la fatiga ante ejercicios de resistencia en
comparacion a sujetos sedentarios sin lesion (Mossberg et al.,, 2007). A pesar de estas
diferencias, estudios en animales con TBI también parecen sugerir que el ejercicio de
intensidad moderada seria el éptimo para la recuperacién funcional y cognitiva tras un dafio
del SNC. Asi, Karelina et al. (2021) con un modelo de CCI en ratones, mostraron que 10 dias
de ejercicio de intensidad moderada tuvo un mayor efecto beneficioso sobre la memoria
evaluada en un laberinto de Barnes que un protocolo de baja intensidad. Por otro lado, la
intensidad elevada puede llegar a ser perjudicial. En un estudio realizado en ratas con dafio
isquémico, se constatd que solo aquellas que habian realizado un protocolo de ejercicio mas
suave mostraban un mejor rendimiento en memoria espacial y mayor nivel de BDNF que el
grupo sedentario, mientras que el grupo que realizaba un protocolo de alta intensidad no solo
no mostraba un aumento de BDNF ni una mejor ejecucion en las pruebas conductuales, sino
gue mostré un mayor nivel de corticosterona que indicaria, una mayor respuesta de estrés
(Shih et al., 2013).

Si bien, de manera general, la literatura indica consistentemente que los pacientes tienden a
estar casi inactivos durante la rehabilitacion hospitalaria (Ramsey et al., 2018), la intensidad
del ejercicio fisico también ha sido objeto de estudio en el &mbito asistencial. En este sentido,
se ha relacionado una baja actividad fisica tras un TBI con una peor calidad de vida y una
mayor dependencia (Archer et al., 2012; Nelson et al., 2007). En cambio, un mayor fitness
cardiorrespiratorio se ha relacionado con la mejora en las funciones cognitivas (Chin et al.,
2015; Morris et al., 2019). Si consideramos también, como vimos anteriormente, que en
sujetos sanos se ha observado una correlacion positiva entre la capacidad cardiorrespiratoria
y una mejor puntuacion en la evaluacion cognitiva (Aberg et al., 2009; Griffin et al., 2011),
podria sugerirse que cierto grado de intensidad de ejercicio es necesario para generar una
respuesta fisioldgica que podria relacionarse positivamente con un mejor rendimiento
cognitivo. Si bien se considera que existe un limite en esta relacion. Asi en este trabajo,

mostraron que el aumento del régimen de ejercicio de 2 a 4 h/dia (5 dias por semana durante
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6 meses) en pacientes con un dafio cerebral, no supuso una mayor mejora ni en

independencia, ni en el autocuidado y ni en las funciones cognitivas (Zhu et al., 2007).

Por tanto, en términos generales el ejercicio moderado parece ser la pauta mas adecuada

para obtener mejores resultados, tanto en sujetos sanos como con dafio cerebral.

3.4.2 Inicio del Ejercicio Fisico tras el TBI: Inicio Temprano vs Demorado

Como ya se ha comentado, tras un traumatismo se ponen en marcha una serie de procesos
fisiopatoldgicos que pueden prolongarse incluso afios y que generan el dafio secundario. Esto
hace que la demora en el inicio de un tratamiento posterior al traumatismo pueda ser un
parametro critico, aunque no ha sido suficientemente estudiado. Griesbach et al. (2004),
realizaron un estudio en el que comparaban un inicio temprano (dia 0) del ejercicio fisico
postraumatico con un inicio demorado (dia 14) sobre el aprendizaje y la memoria espacial y
diversos marcadores de plasticidad sinaptica. Los resultados mostraron que soélo el ejercicio
de inicio demorado facilité el aprendizaje y la memoria espaciales, y aumenté los niveles de
BDNF en el hipocampo. Por tanto, la administracion temprana podria haber interferido con la
respuesta molecular del ejercicio, afectando la recuperacion cognitiva tras un dafio cerebral.
En la misma linea, Piao et al. (2013) realizaron un estudio en ratones en el que evaluaron 5
semanas de ejercicio voluntario iniciado 1 o 5 semanas después de un CCI. Los resultados
indicaron que solo el grupo que inicio el ejercicio 5 semanas después del TBI mostré una
recuperacion cognitiva evaluada a través del laberinto acuatico de Morris y la tarea de MRO,
un menor tamafio de la lesién, una reduccion de la activacién microglial, una potenciacion de
la neurogénesis y un incremento de marcadores asociados a la plasticidad sinaptica (IGF-1,
BDNF y CREB). También se ha puesto de manifiesto que una sola sesién de ejercicio fisico
realizada 3 dias después del traumatismo, pero no a los 7 o 14 dias, deteriora la memoria en
una tarea espacial en el laberinto de Barnes (Yoon & Kim, 2018). A pesar de que estos
experimentos sugieren que un inicio temprano puede no ser beneficioso, existe al menos un
trabajo en el que el tratamiento iniciado 2 dias tras el traumatismo, pero no iniciado a los 9

dias, puede mejorar una tarea de memoria espacial (Chen et al., 2013).

Aunque estas discrepancias podrian deberse a variaciones en las metodologias utilizadas,
como el tipo de ejercicio o los parametros del ejercicio fisico, se ha sugerido que el dafio
mitocondrial y el impacto sobre el metabolismo cerebral que se producen en las primeras
horas y dias tras el impacto generan una crisis energética que podria ser agravada por el
ejercicio fisico iniciado en la fase aguda postraumatismo, ya que este tratamiento va asociado

a un aumento en la demanda energética (Griesbach, 2011; Lamade et al., 2020).

32



3.5 Mecanismos de Accion del Ejercicio Fisico

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar los efectos del ejercicio sobre la

funcién cognitiva. En este apartado, resumiremos los mas significativos.

Neuroplasticidad

Los efectos beneficiosos del ejercicio fisico sobre la cognicion se han relacionado con el
aumento de diversas proteinas asociadas con la plasticidad sinptica. Entre estas, el BDNF
es la que se ha asociado mas ampliamente con el ejercicio. El BDNF promueve diferentes
aspectos del desarrollo cerebral, incluida la supervivencia de las neuronas, la diferenciacion,
la migracion, la arborizacion dendritica y la sinaptogénesis (Greenberg et al., 2009; Park &
Poo, 2013) y se ha demostrado que es esencial en diferentes procesos ligados al aprendizaje
y la memoria, como la induccion y el mantenimiento de la potenciacion a largo plazo (Bramham
& Messaoudi, 2005) y la neurogénesis (Liu & Nusslock, 2018). Como el resto de neurotrofinas,
el BDNF se sintetiza a partir de un precursor (proBDNF) que contiene en su extremo amino
terminal (N-terminal) péptidos de sefializacion seguidos por la region pro que, después de la
escision, produce la forma madura del BDNF (BDNFm) (Seidah et al., 1996). El proBDNF tiene
afinidad por los receptores p75NTR, expresados en poblaciones neuronales, especificamente
en células apoptéticas, dando como resultado final la apoptosis neuronal y la depresion
sinaptica, y cuya expresion se ve incrementada ante eventos patolégicos como un dafio
cerebral (Ding et al., 2011; Liu & Nusslock, 2018). EI BDNFm tiene afinidad por los receptores
TrkB, expresados principalmente en las neuronas glutamatérgicas del hipocampo, tanto a
nivel pre como postsinaptico, y se relaciona con la neuroplasticidad (Meldolesi, 2017). Cuando
se une a su receptor a nivel presinaptico promueve la liberacién de glutamato al aumentar el
namero de vesiculas acopladas a las zonas activas en las sinapsis excitatorias del hipocampo
(Tyler & Pozzo-Miller, 2001). La unién al receptor TrkB postsinaptico provoca la dimerizacion
y la posterior fosforilacion del receptor, activando cascadas de sefializacion, entre las que se
encuentran la via MAPK/ERK, la PL3K/Akt y la PLCy (Kowianski et al., 2018). Estas tres vias
estan asociadas principalmente con la plasticidad sinaptica, la supervivencia celular y el
crecimiento y densidad dendriticas. Ademas, la via MAPK/ERK esta asociada con la
activacion del factor de transcripcion CREB que, ademas de activar diferentes genes que
codifican proteinas relacionadas con la plasticidad neuronal (Bramham & Wells, 2007), induce

la transcripcion del gen Bdnf (Kowianski et al., 2018).

Diferentes estudios han indicado que el BDNF podria ser un mediador de los efectos del
ejercicio sobre la plasticidad sinptica. En este sentido, la realizacion de ejercicio fisico puede
aumentar la sintesis de BDNF, principalmente en el hipocampo, y este aumento se ha

relacionado con diferentes mejoras cognitivas (Lafenétre et al., 2010; Maass et al., 2016;
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Santos et al., 2020). EI BDNF es producido y liberado tanto en el SNC como en el periférico.
A nivel periférico, el BDNF es producido y liberado al torrente sanguineo por las células del
musculo esquelético, y viaja a través del organismo ejerciendo un efecto directo sobre érganos
como el higado, el pancreas, el tejido adiposo y los propios musculos esqueléticos, que son
importantes en la homeostasis de la glucosa (Hanyu et al., 2003; Mousavi et al., 2004;
Nakagawa et al., 2000; Tsuchida et al., 2001). Ademas, al poder atravesar la BHE, llega hasta
el cerebro donde favorece su propia sintesis a través de la activacion de CREB (Kowianski et
al., 2018). De esta manera, el BDNF periférico parece tener un papel importante en la
regulacion del metabolismo energético y puede potenciar su sintesis en el SNC. A nivel
cerebral, el ejercicio fisico estimula la expresion del gen Fndc5 en el hipocampo a través del
coactivador de la transcripcion PGC-1a, aumentando la expresion del gen Bdnf (Wrann et al.,
2013). Ademas, el tratamiento con ejercicio fisico produce una regulacion al alza de los
receptores TrkB en el hipocampo y otras estructuras que se ha relacionado con unos mejores
resultados en pruebas de aprendizaje y memoria (Liu et al., 2009). Asi, el bloqueo de estos
receptores atenlia la mejora de la adquisicion y la retencion asociada al ejercicio fisico en una
tarea de aprendizaje espacial (Vaynman et al., 2004). En modelos animales de dafio cerebral,
la mejora cognitiva asociada al ejercicio también se ha relacionado con un incremento en la

expresion de BDNF en el hipocampo (Griesbach et al., 2009).

Por tanto, estos resultados indican que el ejercicio podria mejorar o restaurar funciones
cognitivas, principalmente aprendizaje y memoria, a través de la regulacién al alza de la via
BDNF-TrkB. Los resultados de los estudios en humanos sanos parecen también sefialar al
BDNF como mediador de los efectos del ejercicio fisico. Se ha constatado que tras la
realizacion de una Unica sesién de ejercicio aerébico se produce un aumento de los niveles
de BDNF en plasma y cerebro (Rasmussen et al., 2009), relacionandose este incremento con
una mejor ejecucion en las pruebas de aprendizaje y memoria (Hakansson et al., 2017; Winter
et al., 2007).

Junto con el BDNF, otras neurotrofinas como el IGF-1y el VEGF se han asociado con el efecto
beneficioso que ejerce el ejercicio sobre la estructura y la funcion cerebral. Los niveles de
ambos factores de crecimiento aumentan en respuesta al ejercicio (Fabel et al., 2003;
Speisman et al., 2013) y suponen un aumento en la neurogénesis hipocampal que se relaciona
con una mejora en los procesos de aprendizaje y memoria (Fabel et al., 2003; Speisman et
al., 2013).

34



Neurogénesis

El proceso por el cual una célula madre da lugar a una nueva neurona se denomina
neurogénesis, y esta ampliamente aceptado que, en determinadas regiones del cerebro de
los mamiferos, este proceso continla a lo largo de los afios hasta la edad adulta (Cope &
Gould, 2019). Las regiones donde se siguen generando nuevas neuronas en la edad adulta
son: la zona subventricular del ventriculo lateral y la zona subgranular (ZSG) del GD (Deng et
al., 2010; Van Praag et al., 2002). La neurogénesis se inicia con la division asimétrica de las
células madre de glia radial. El término de division asimétrica se refiere a que la division de la
célula madre resulta en la generacion de progenitores con potencial de especializacion hacia
un linaje celular definido, mientras que la divisibn simétrica generara dos células hijas
idénticas a ella. La divisién asimétrica de las células madre da lugar a las células progenitoras
con capacidad de autorrenovarse y generar neuronas o astrocitos (Bonaguidi et al., 2011; Suh
et al., 2007). Estas células progenitoras, denominadas amplificadoras por su alta capacidad
de proliferacion, daran lugar a los neuroblastos que migraran posteriormente de la ZSG a la
capa granular donde comenzaran su diferenciacion a neuronas inmaduras granulares
(Goncalves et al., 2016; Toda & Gage, 2018). Estas células inmaduras pasaran por un extenso
proceso de maduracion que incluye el crecimiento de axones y dendritas, asi como la
formacion de conexiones sinapticas para convertirse en neuronas granulares maduras e

integradas en el circuito del hipocampo (Christian et al., 2014) (Figura 10).
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Figura 10. Diferentes estadios en el proceso de neurogénesis adulta en el GD del hipocampo. Las células madre
gliales residentes en la ZSG dan lugar a las células progenitoras amplificadoras que generan los neuroblastos.
Estos neuroblastos migran de la ZSG a la CG (capa granular) donde comienzan un proceso de diferenciacion
convirtiéndose en neuronas granulares inmaduras. Estas neuronas poseen un solo arbol dendritico que se
expande hacia la capa molecular y un axén que se extiende desde el hilus hacia las capas CA2 y CA3, para
posteriormente convertirse en neuronas granulares que maduras. Creado con BioRender.com

La neurogénesis y la integracion de estas nuevas neuronas dentro del circuito hipocampal

parece tener un impacto sobre la funcion cerebral, principalmente en los procesos de
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aprendizaje y memoria (Deng et al., 2010). En este proceso de integracion, las nuevas
neuronas granulares comienzan a extender sus axones, conocidos como fibras musgosas o
Mossy fibers, hacia las neuronas piramidales de las capas CA3 y CA2 del hipocampo a través
del hilus (Bonaguidi et al., 2011; C. Zhao et al., 2006). Estas neuronas inmaduras reciben
inputs gabaérgicos de interneuronas del GD a los que responden de forma excitatoria de
manera transitoria, fomentando su supervivencia (Ge et al., 2006; Pallotto & Deprez, 2014).
Ademas, también reciben inputs glutamatérgicos desde la corteza entorrinal (Deshpande et
al., 2013; Vivar et al., 2012) (Figura 11). Esta capacidad para reaccionar al GABA de manera
excitatoria sugiere que las nuevas neuronas inmaduras tienen mas probabilidad de activarse
gue las neuronas maduras que se hallan fuertemente inhibidas, haciendo que el circuito neural
gue conforman sea mas sensible a estimulos, contribuyendo a la mejora de las funciones

dependientes del hipocampo, como la el aprendizaje y la memoria (Ma et al., 2017).

New neuron
Interneuron
Pyramidal cell

Astrocyte

mature neuron

Figura 11. Neurogénesis hipocampal adulta e integracion de las nuevas neuronas. (1) Célula progenitora que
puede dar lugar a astrocitos 0 a neuronas granulares. (2) Migracién de los neuroblastos a SGZ y generacion de
una nueva neurona inmadura. (3) Las neuronas inmaduras granulares poseen un solo arbol dendritico que se
expande hacia la capa molecular y un axén que se expande (fibras musgosas) a través del hilus hacia CA2 y CA3
(4). Las diferentes modificaciones estructurales de las neuritas, debidas a la accion de las neuronas GABAérgicas
en un principio, y a los outputs glutamatérgicos provenientes de la corteza entorrinal, dan como resultado la
maduracion final de la neuronas. SGC, capa subgranular; GCL, capa granular; MOL, capa molecular; EC, corteza
entorrinal. Figura adaptada de Ma et al. (2017).

Los mecanismos subyacentes por los que el ejercicio fisico parece potenciar la neurogénesis
en ciertas zonas del cerebro adulto son muy diversos y como hemos comentado parecen estar
relacionados con diversas neurotrofinas. Un aspecto relevante parece ser el aumento de
factores de crecimiento relacionadas con el sistema vascular, ya que la vasculatura parece
ser de vital importancia para que las células progenitoras puedan proliferar en la SGZ (Kim et
al., 2021). Diferentes estudios han indicado que factores de crecimiento como el GDF11 y el

VEGF inducen cambios en la vasculatura, potenciando la angiogénesis en el caso del VEGF
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y remodelando la vasculatura en el caso del GDF11, que incrementan la neurogénesis adulta
(Katsimpardi et al., 2014). Ademas, el BDNF y otros factores de crecimiento también juegan
un papel importante en este proceso. El ejercicio fisico parece promover la expresién de BDNF
(Wrann et al., 2013), IGF-1 (Trejo et al., 2001), y FGF-2 (Gustafsson & Kraus, 2001) en el GD,

siendo estos factores clave en las diferentes etapas de la neurogénesis (Figura 12).
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Figura 12. Estadios de la neurogénesis adulta en el hipocampo y los diferentes factores neurotréficos asociados.
Creado con BioRender.com

El ejercicio fisico también puede influir en los diferentes estadios por los cuales una célula
madre genera una nueva neurona madura, a través de la modulacion de diversos
neurotransmisores (Riguelme et al., 2008). Por ejemplo, como ya se ha comentado, el GABA
parece ser clave en la maduracién de las nuevas neuronas granulares y su posterior
integracién sinaptica en el GD (Ge et al., 2006; Pallotto & Deprez, 2014). En este sentido, se
ha puesto de manifiesto que el ejercicio fisico aumenta la liberacién de este neurotransmisor
e incrementa la expresion de las isoformas 65 y 67 del gen que codifica la enzima GAD
(Glutamate decarboxylase) en el hipocampo, potenciando con ello el aprendizaje y la memoria
espacial (Sinaei et al., 2021). Por su parte, la serotonina también juega un rol importante en
los mecanismos por los que el ejercicio induce la neurogénesis adulta. Algunos estudios han
indicado que la estimulacion del receptor serotoninérgico 5-HT3 es clave en la respuesta
neurogénica que produce el ejercicio en el GD, observando una pérdida de esta respuesta

asociada al ejercicio fisico ante un déficit de este receptor (Kondo et al., 2015).
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Accion antiinflamatoria

Como expusimos con anterioridad, el TBI se caracteriza por desarrollar una potente respuesta
inflamatoria que se relaciona con neurodegeneracion cerebral y la apariciéon de diferentes
déficits cognitivos. Este proceso inflamatorio se distingue por un aumento de la activacion
microglial, que adquiere conformacion M1 (antiinflamatoria) y M2 (proinflamatoria), y la
liberacion por parte de la microglia de diferentes factores como las citoquinas

antiinflamatorias, proinflamatorias y las mioquinas (Figura 13).
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Figura 13. Activacion de la respuesta inflamatoria por el TBI y modulacién de dicha respuesta por parte del ejercicio
fisico. Después de producirse un TBI se genera un aumento de diferentes factores inflamatorios relacionados
principalmente a la activacion microglial de conformacién M2, que como expusimos con anterioridad se asocia con
una respuesta antiinflamatoria. Sin embargo, el ejercicio fisico parece modular esta respuesta al equilibrar el
balance entre los factores proinflamatorios y antiinflamatorios, disminuyendo la respuesta inflamatoria exacerbada
asociada al TBI. Creado con BioRender.com

Diferentes estudios en roedores han sugerido que el ejercicio fisico puede modular la
respuesta inflamatoria asociada al TBI promoviendo la liberacion de citoquinas
antinflamatorias y reduciendo la liberacién de citoquinas proinflamatorias (Chio et al., 2017;
Piao et al., 2013). Por ejemplo, se ha evidenciado una disminucion de la glia reactiva en el
hipocampo y la corteza, y una disminucion de la muerte neuronal en ratones lesionados que
realizaban ejercicio fisico (Chen et al., 2013). Algunos trabajos también han indicado que este
efecto antiinflamatorio podria ser uno de los mecanismos por los que la actividad fisica
revertiria los déficits cognitivos asociados a un dafio cerebral (Itoh et al., 2011; Mota et al.,
2012). Entre estos estudios, podemos destacar el de Piao et al. (2013) en el que el ejercicio

fisico redujo significativamente los déficits cognitivos producidos por un TBI y disminuyé la
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activacion microglial y la liberacion de citoquinas proinflamatorias, e increment6 los niveles de
citoquinas antiinflamatorias como la IL-10. Este efecto antiinflamatorio también se ha
observado cuando el ejercicio es previo al traumatismo, como muestra este trabajo de Chio
et al. (2017) en el que disminuy6 los déficits neuroldgicos asociados, estimulando el eje
antiinflamatorio HSP70/NF-kB/IL-6/synapsin | en diferentes regiones como la corteza, el
hipocampo, los ndcleos estriados y el hipotalamo. Algunos trabajos sugieren que este efecto
antiinflamatorio, ademas de reducir la muerte neuronal secundaria, promoveria la eficacia de
la respuesta neurogénica en el hipocampo, al reducir la inflamacion y con ello aumentar la
probabilidad de supervivencia de las nuevas neuronas y su integracion al circuito del

hipocampo (Ryan & Nolan, 2016).

4. MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS:
ESTRUCTURAS CEREBRALES IMPLICADAS

La memoria de reconocimiento podria definirse como la capacidad de identificar si un evento
particular se ha encontrado previamente y por tanto es fundamental a la hora de registrar
eventos y para guiar nuestro comportamiento en el futuro (Warburton & Brown, 2015). Las
pruebas basadas en la memoria de reconocimiento son muy usadas hoy en dia en modelos
animales como aproximacion a las pruebas cognitivas que se utilizan en humanos para valorar
la memoria episédica tras un dafio cerebral, pues ambos procesos comparten parte de su
sustrato neurobioldgico (Chao et al., 2020; Sauvage, 2010; Sekeres et al., 2018; Wammes et
al., 2017). En roedores, la memoria de reconocimiento puede ser valorada gracias a la
tendencia espontanea que poseen estos animales por explorar aquello que les es novedoso
(Vann & Albasser, 2011). Variantes de este tipo de tareas, modificando los objetos, su
localizacién o su presentacién temporal, permiten estudiar los diferentes componentes de la

memoria episddica y sus bases neurales (Morici et al., 2015).

La tarea de reconocimiento de objetos, en su versién estandar, consiste en una fase de
adquisicion donde se presentan al animal dos o mas objetos idénticos, seguida de uno o mas
test de retencion tras un tiempo de demora. En estos test, se presentan dos objetos, uno
nuevo y otro familiar. Dada la tendencia natural de los roedores por la novedad, la preferencia
por el objeto nuevo indica un buen recuerdo (Cohen & Stackman, 2015). Existen diferentes
modificaciones de esta tarea, no solo en la variacién del nUmero de retenciones o en el tiempo
de demora entre las fases, sino también en la introduccion de habituaciones y un test de
neofobia (Antunes & Biala, 2012). Las ventajas de la MRO son que no genera un alto nivel de
estrés, ya que no depende de la privacion de alimento ni del uso de estimulos aversivos como

descargas eléctricas, y que, al basarse en la preferencia innata de los roedores por la
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novedad, no necesita de un entrenamiento previo (Antunes & Biala, 2012; Cohen & Stackman,
2015; Tanimizu et al., 2018). Diferentes estudios han relacionado la PRhc y el hipocampo,
entre otras estructuras, con este tipo de tarea (Cinalli et al., 2020; Tanimizu et al., 2018; Vann
& Albasser, 2011).

La corteza perirrinal

La PRhc en primates se encuentra en la parte ventromedial del I6bulo temporal, rodeando la
amigdala y el hipocampo anterior y sus caracteristicas citoarquitectonicas fueron descritas por
primera vez por Brodmann (1909). La PRhc posee multitud de conexiones reciprocas con
estructuras del I6bulo temporal medial relacionadas con la memoria como el hipocampo y la
corteza entorrinal. Ademas, mantiene conexiones con otras regiones del propio l6bulo
temporal medial (corteza parahipocampal y amigdala) y otras regiones corticales (corteza
inferotemporal, la insula, el cértex cingulado, el surco temporal superior y cortex orbitofrontal)
(Suzuki & Naya, 2014). Estd ampliamente aceptado que la PRhc posee un rol importante en
la MRO tanto en humanos como en roedores (Bartko et al., 2007b, 2007a; Rolls et al., 2005),
principalmente para el reconocimiento de estimulos u objetos individuales que han sido
presentados previamente (Barker et al., 2006). Diferentes estudios en roedores sanos han
constatado que cuando un animal realiza una prueba de reconocimiento de objetos, se
produce un aumento en la expresion de c-fos (proto-oncogén cuyo aumento esta asociado
con la activaciéon neuronal) en la PRhc, hecho que no ocurre cuando el animal realiza una
prueba de reconocimiento asociativo (Aggleton et al., 2012). Por otro lado, estudios de registro
con primates no humanos y roedores sanos muestran que la tasa de disparo de las neuronas
de la PRhc va disminuyendo a medida que los objetos novedosos se vuelven familiares
(Brown & Xiang, 1998; Fahy et al., 1993; Riches et al., 1991; Thome et al., 2012) indicando
su implicacion en el reconocimiento de la novedad de un estimulo. En la misma linea, estudios
con resonancia magnética funcional en humanos sanos han indicado que la actividad en la
PRhc predice selectivamente el reconocimiento basado en la familiaridad (Davachi et al.,
2003; Ranganath et al., 2004). Finalmente, estudios de lesidn de la corteza perirrinal en
roedores, confirman la implicacién de esta estructura en la identificacion de los objetos (Moses
et al., 2005).

Junto con este rol en la deteccion de la novedad, también se ha asociado tanto a la
codificaciébn, como a la recuperacion y la consolidacion de la memoria (Miranda &
Bekinschtein, 2018; Winters & Bussey, 2005). Se ha demostrado que el bloqueo transitorio
con lidocaina de la PRhc antes de la sesion de adquisicién o justo antes de la sesion de
retencion deterioraba la MRO independientemente de la demora entre ambas sesiones. Sin

embargo, la inactivacion realizada tras la sesion de adquisicion solo deterioraba la retencion
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cuando la infusion de lidocaina se realizaba a los 20 min tras la adquisicion, pero no a los 40,
60 u 80 min (Winters & Bussey, 2005). Esto refuerza la idea de que la PRhc es necesaria para
la codificacion y la recuperacién de la informacion, pero también para la fase inicial de la
consolidaciéon de la memoria. Ademas, se ha sugerido que la implicacién de la PRhc en la
discriminacién de los estimulos novedosos podria estar en la base del almacenamiento de
informacién a largo plazo y ser suficiente para el reconocimiento de objetos basado en la

familiaridad de los elementos (Miranda & Bekinschtein, 2018).

El hipocampo

La formacién hipocampal se localiza en el interior de la parte medial del I6bulo temporal y
consta del llamado cuerno de Amén (CAL, CA2 y CA3), GD vy el subiculum. Los principales
inputs corticales que recibe provienen de la corteza entorrinal a través de la via perforante,
(Knierim, 2015). Diferentes estudios muestran la implicacion del hipocampo en versiones de
la MRO con componente espacial (Aggleton et al., 2012; Bird & Burgess, 2008; Moses et al.,
2005; Olsen et al., 2012). Por ejemplo, Aggleton et al. (2012) indicaron un aumento de la
expresion de c-fos en el hipocampo al realizar una tarea donde la deteccién de la novedad
surgia de la reconfiguracion del lugar que ocupaban los objetos familiares. En la misma linea,
estudios de lesién han indicado una peor ejecucion de la tarea cuando requeria un

procesamiento de la informacion contextual (Moses et al., 2005).

Si bien parece clara la implicacion del hipocampo en la MRO con un componente espacial, su
papel en la memoria de reconocimiento sin este componente no es tan clara. En algunos
trabajos se ha estudiado su implicacién bajo determinadas condiciones como la fuerza del
recuerdo. Cinalli et al. (2020) permitieron a los animales explorar los objetos en la adquisicion
un tiempo menor (30 s) o mayor (38 s), generando un recuerdo débil o fuerte, respectivamente.
La inactivacion temporal de las neuronas de la PRhc tras la adquisicién deterioré solamente
la memoria débil, mientras que la inactivacion de las neuronas de CA1 del hipocampo afect6
solamente a la memoria fuerte. Estos resultados coincidirian con los ya comentados de
Winters & Bussey (2005) y parecen indicar que inicialmente la memoria del objeto esta
codificada en la PRhc y que a medida que este recuerdo se intensifica, también lo hace la
implicacion del hipocampo. Otro parametro que parece clave en la implicacién del hipocampo
en la MRO es la demora entre al fase de adquisicion y el test de retencion. Diversos estudios
han sugerido una mayor implicacién de esta estructura cuando la demora entre la adquisicion
y la retencién es mayor, por ejemplo, su implicacion seria mayor cuando la retencion es a las
24 h que cuando es a las 3 h (Clarke et al., 2010; Cohen & Stackman, 2015).
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existe cierto consenso en que el ejercicio fisico realizado tras un traumatismo puede ser un
buen tratamiento para reducir el dafio secundario que se produce tras este tipo de sucesos'y,
con ello, mejorar la recuperacion de los déficits cognitivos asociados. El periodo
inmediatamente posterior al traumatismo parece clave en el desarrollo de dicho dafio
secundario, por lo que poder intervenir con ejercicio fisico en este momento podria reducir
este proceso y aumentar el efecto neuroprotector del tratamiento. En este sentido, diversos
trabajos apoyan la idea de que los efectos beneficiosos del ejercicio fisico tras el TBI solo se
observan cuando existe una cierta demora entre el traumatismo y el inicio del tratamiento, ya
que la demanda energética del ejercicio fisico sumada al desequilibrio metabdlico que se
produce durante los primeros dias tras el impacto, impediria que el tratamiento tuviera un
efecto beneficioso. Puesto que existen datos que apoyan que el ejercicio fisico previo al
traumatismo puede reducir las consecuencias metabdlicas de la lesién, especialmente en las
primeras horas o dias tras el impacto, nuestra hipétesis de trabajo es que el ejercicio fisico
previo al impacto podria permitir la disminucion de la demora de inicio del tratamiento tras el
traumatismo, reduciendo el desarrollo del dafio secundario desde un inicio y, con ello, los

déficits cognitivos asociados al TBI.

En base a nuestra hipétesis, en este experimento hemos estudiado el efecto del momento de
inicio del tratamiento (temprano/demorado) con ejercicio fisico (voluntario), y la combinacion
de ambas pautas de ejercicio con el entrenamiento previo al traumatismo sobre los déficits de

MRO, y el dafio secundario, evaluado a través de la neurodegeneracion y la neuroinflamacién.

Por ello nuestros objetivos experimentales son determinar el efecto sobre los déficits de
memoria (tarea de MRO), la neurodegeneracion (volumen hipocampal y contaje de neuronas
maduras) y la activacion microglial asociados a un TBI, producidos por las siguientes pautas

de ejercicio:

- Ejercicio fisico durante los 18 dias previos al traumatismo;
- Ejercicio fisico iniciado 24 horas o 6 dias tras el traumatismo;
- Ejercicio fisico iniciado 24 horas o 6 dias después del traumatismo en animales

gue han realizado 18 dias de ejercicio fisico antes del trauma cerebral.
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6. TRABAJO EXPERIMENTAL

6.1 Material y Métodos
6.1.1 Eticay Bienestar Animal

El procedimiento experimental llevado a cabo en esta investigacion se ha realizado siguiendo
la normativa vigente de la Unidn Europea respecto a la proteccion de los animales empleados
en la experimentacion y otras finalidades cientificas (2010/63/UE, de 22 de septiembre de
2010) y de acuerdo con el real decreto del Estado Espafiol (Real Decreto 1386/2018, de 19
de noviembre de 2018) que regula los aspectos éticos de cuidado y de control de los animales
para experimentacion. Ademas, el procedimiento esta aprobado por la Comision de Etica en
Experimentacion Animal y Humana (CEEAH) de la Universitat Autonoma de Barcelona y por
la Generalitat de Catalunya (n.° de orden 9734-P2).

6.1.2 Sujetos

Se utilizaron un total de 84 ratas albinas macho de la cepa Sprague-Dawley (Prolabor,
Barcelona). En el momento de llegada a nuestro laboratorio las ratas tenian 5 semanas de
edad y permanecieron en cuarentena 7 dias con la finalidad de asegurar que no presentaban
problemas de salud. Tras la cuarentena, los animales fueron estabulados en jaulas
individuales (52 x 28 x 18 cm) en condiciones de temperatura (20-24 °C) y humedad (40-70%)
controladas y bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (inicio luz: 8:00 h). Durante todo el
experimento el agua era suministrada ad libitum y la comida limitada a 6 pellets (26 g
aproximados) diarios, cantidad por encima de la recomendada para el mantenimiento de las
ratas adultas. Realizamos este procedimiento de control de la comida ya que hemos
comprobado en nuestro laboratorio que el acceso ilimitado al alimento genera un exceso de
ingesta y tendencia a la obesidad, especialmente en animales sedentarios. En el momento de
la estabulacién en jaulas individuales, los animales fueron distribuidos de manera aleatoria en
siete condiciones experimentales: intervencién sham y condiciéon sedentaria (grupo Sham),
dafio cerebral traumatico y condicidn sedentaria (grupo TBI), y dafio cerebral trauméatico con
diferentes pautas de ejercicio fisico: Pre-TBI (ejercicio previo a la lesion), TBIl-early (ejercicio
de inicio temprano tras el traumatismo), TBI-late (ejercicio de inicio demorado tras el
traumatismo), Pre-TBI-early (ejercicio previo y ejercicio de inicio temprano tras el traumatismo)
y Pre-TBl-late (ejercicio previo y ejercicio de inicio demorado tras el traumatismo). Para
habituar a los animales a la manipulacion por parte del investigador, se realizaban dos
sesiones de handling de 5 min, una el dia de la separacion y estabulacion en jaulas

individuales y otra al dia siguiente.
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6.1.3 Administracion de Analgésicos por Ingestion Voluntaria

Para reducir el dolor postoperatorio, se administrd el analgésico buprenorfina (Buprex®,
Indivior, Irlanda) 1 h antes de la cirugia. La administracion se realizaba por ingestion voluntaria
con una mezcla de buprenorfina con pasta de cacao (Nutella®, Ferrero, Italia) a una

concentracion de 0,2 mg/g de Nutella y 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). Para asegurar que el dia de la intervencion los
animales consumian en pocos minutos la pasta de cacao con el analgésico, los dos dias
previos a la cirugia eran habituados a la pasta de cacao. Para ello, se adheria en la pared
interior de cada jaula, a unos 10 cm del techo, un trozo de cinta adhesiva sobre la que se
colocaba 0,5 g de la pasta de cacao que se dejaba hasta que los animales la consumian.

6.1.4 Intervencidn Quirdrgica

A los 20 dias de la separacion, se realiz6 la intervencion quirdrgica para generar una lesion
cerebral traumatica mediante un dispositivo de impacto cortical controlado (CCI) (Pittsburgh
Precision Instruments, Inc, EE.UU.). Los animales eran introducidos individualmente en una

caja de metacrilato (20 x 13 x 13 cm) para proceder a la inducciéon de la anestesia con
isoflurano (Forane®, Abbott Laboratories, SA, Madrid, Espafia) al 5% mezclado con oxigeno

(flujo de 1 I/min), durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se extraia al animal de la caja y se
fijaba su cabeza al aparato de estereotaxia (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EE.UU.)
gue tenia una mascara para el hocico del animal por donde se le administraba la anestesia
de mantenimiento durante toda la intervencion (isoflurano al 2-3% y oxigeno 0,8 I/min) (Figura
14A). Antes de comenzar la intervencion se comprobaba que el animal no presentara reflejo
interdigital. Durante todo el proceso la temperatura del animal se mantenia constante

mediante una esterilla eléctrica.

Cuando la rata estaba colocada en el aparato de estereotaxia se administraba una gota de

cloruro de sodio 0.9 g (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) tdpicamente antes de realizar la incision sagital en la
piel. A continuacion, se sujetaba la piel mediante pinzas quirargicas a ambos lados de la linea
media. Posteriormente, se procedia a la limpieza de la zona con suero fisiolégico para
visualizar Bregma. Seguidamente se realizaba una craneotomia de 5 mm de didmetro sobre
el l16bulo parietal derecho dejando intacta la duramadre (coordenadas: -4,5 mm posterior a

Bregma y -3 mm lateral a la linea media).
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El dispositivo de CCI dispone de un brazo con un pistén neumatico retractil colocado con una
inclinacion de 15° respecto a la vertical y con una punta plana de 3 mm de base en su extremo.
Esta punta se colocaba en el centro de la craneotomia sobre la duramadre, que se tomaba
como referencia para calcular la profundidad del impacto (Figura 14B). Una vez retraido el
pistén, se bajaba manualmente 2 mm y se accionaba el boton del dispositivo neumético para
gue la punta impactara sobre la duramadre con una velocidad de 6 m/s, una profundidad de
2 mm y con una duracion de 150 ms. Un transductor (Macro Sensorss, Pennsauken, N.J,
EE.UU.) conectado al dispositivo media la velocidad y la duracion del impacto para verificar
los pardmetros del mismo. Tras la lesion, se limpiaba el area con suero fisiolégico y se

suturaba la piel. Una vez finalizada la intervencién, se aplicaba una solucién dérmica de
povidona iodada 10 g (Topionic®, Esteve, Espafia) antiséptica y desinfectante en la sutura,

tras lo cual se retornaba el animal a su jaula y se esperaba a que se recobrara para devolverlo
al estabulario. Los animales del grupo Sham pasaban por todas las fases de la intervencién
(anestesia, incision, craneotomia y sutura), excepto por el impacto cortical. Durante los 3 dias
posteriores a la operacion se realizaba un seguimiento del peso, ingesta de comida, conducta
y cicatrizacion de la herida para detectar posible malestar en el animal. Los puntos de sutura
eran retirados a los 3 0 4 dias de la intervencion.

Figura 14. A) Dispositivo de impacto cortical controlado. B) Animal fijado al aparato estereotaxico y con el
dispositivo de CCI preparado para realizar el impacto.
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6.1.5 Ejercicio en Rueda de Actividad

Los animales que pertenecian a los grupos de ejercicio fisico eran estabulados en jaulas
homologadas de plastico transparente (48 x 26 x 20 cm) acopladas a una rueda de actividad
de 37 cm de diametro (Rat Wheel, ENV-042, Med Associated, Inc. EE.UU.) a la cual tenian
acceso ilimitado durante el periodo de ejercicio (Figura 15). La rueda contaba con un
cuentakilometros (modelo 506, Sigma, Alemania) que permitia registrar diariamente la

distancia recorrida y la duracion del ejercicio.

Figura 15: Imagen de las jaulas de estabulacion. A la derecha, con rueda de actividad y a la izquierda, sin rueda
de actividad acoplada.

La pauta de ejercicio dependio del grupo experimental:

- Pre-TBI: ejercicio durante los 18 dias previos al traumatismo.

- TBIl-early: ejercicio postlesion de inicio temprano (24 h después del traumatismo) que
se mantiene hasta el final del experimento (14 dias).

- Pre-TBl-early: ejercicio durante los 18 dias previos al traumatismo y ejercicio
postlesion de inicio temprano (24 h después del traumatismo) que se mantiene hasta
el final del experimento (14 dias).

- TBIl-late: ejercicio postlesion de inicio demorado (6 dias después del traumatismo) que
se mantiene hasta el final del experimento (9 dias).

- Pre-TBl-late: ejercicio durante los 18 dias previos al traumatismo y ejercicio postlesion
de inicio demorado (6 dias después del traumatismo) que se mantiene hasta el final
del experimento (9 dias).

52



Como se puede observar, los dias de tratamiento tras la lesién difieren entre los grupos early
y late. Esto se debe a la necesidad de fijar el periodo que transcurre entre el traumatismo y la
evaluacién de las variables cognitivas e histologicas, ya que nuestro objetivo es estudiar el
efecto del tratamiento sobre el desarrollo del dafio secundario y las secuelas asociadas. Las
jaulas utilizadas en los grupos Sham y TBI, asi como para los otros grupos durante las fases

sedentarias, eran homologadas y de plastico transparente (52 x 28 x 18 cm).

6.1.6 Tarea de Memoria de Reconocimiento de Objetos

La prueba de MRO se basa en la tendencia espontanea de los roedores a explorar aquellos
estimulos que les son novedosos (Clark et al., 2000). La prueba consistio de tres sesiones de
habituacion, un test de neofobia, una sesién de adquisicion y dos sesiones de retencién, una
alas 3 h de la adquisicion y la otra a las 24 h de la adquisicion. Los procedimientos de la MRO
se iniciaban 12 dias después de la operacion. La MRO se realizaba en una caja cuadrada
abierta por arriba (65,5 x 65,5 x 35 cm) de madera conglomerada y forrada con melamina de
color marrén oscuro. Esta caja estaba situaba en el interior de una caja de aislamiento (157 x
71,5 x 71,5 cm) en cuyo techo se ubicaba una luz que proporcionaba 30 luxes de iluminacion
en el suelo de la caja MRO. Un extractor permitia la renovacion del aire ademas de generar
un ruido blanco constante. Todas las sesiones se registraban mediante una camara de video
(C615, Logitech) situada en el centro del techo de la caja de aislamiento y conectada a un
ordenador con el programa AnyMaze (Stoelting Company, EE.UU.). Posteriormente, los
videos se visionaban para contabilizar el tiempo de exploracién a cada objeto con el programa

Object Recognition Task (Versién 2, 2008; Manon Schaap, Maastricht University, Holanda).

Los objetos utilizados para la MRO fueron los siguientes: en la sesion de neofobia se utilizaba

una construccién a base de piezas de Lego®, en la sesiones de adquisicion y retencion se

utilizaron diferentes objetos, una construccién de piezas de Lego®, una lata y un colgador

(Figura 16). Todos los objetos eran de dimensiones similares y se habia comprobado en
experimentos previos que no existia preferencia espontanea por ninguno de ellos (Amorés-
Aguilar et al., 2020). Aun asi, se utilizé un patrén contrabalanceado tanto del posicionamiento
de los objetos con el fin de controlar la posible preferencia de lugar (izquierda o derecha) como
del orden de presentacion (familiar-nuevo) de los objetos siguiendo un criterio establecido
previamente para todos los grupos experimentales. Para evitar las posibles pistas olfativas, la
caja y los objetos se limpiaban después de cada sesion con una solucién alcohélica (70% en

agua destilada). En la primera sesion, la limpieza se realizaba antes de empezar.

53



Figura 16. Objetos utilizados en la MRO. A) Objeto utilizado en la sesién de neofobia. B) Objetos utilizados en la
sesion de adquisicion y en las retenciones.

Habituacion

Los animales realizaban tres sesiones de habituacién a la caja experimental de 12 min cada
una. Las dos primeras se realizaban durante el primer dia de entrenamiento de MRO, siempre
por la mafiana con un tiempo entre sesiones de 90 min. La tercera habituacion se realizaba el
segundo dia de entrenamiento de la MRO, también por la mafiana. Los animales eran situados
en el centro de la caja de MRO sin objetos, Unicamente con la luz y el ruido blanco de fondo,
y se les dejaba explorar durante 12 min. En cada habituacion se media la distancia total

recorrida.

Test de neofobia

El test de neofobia se realizaba el segundo dia de entrenamiento de la MRO, 90 min después
de la tercera sesion de habituacion. Este test permite evaluar el grado de reactividad
emocional del animal ante un objeto novedoso presentado en un entorno familiar. Dicho objeto
se colocaba en el centro de la caja experimental, fijado al suelo mediante una cinta adhesiva
de doble cara para evitar que se desplazara al ser explorado. El animal era colocado de
espaldas al objeto y se le dejaba explorar libremente durante 10 min. En la sesion de neofobia

se registraba la latencia de la primera exploracion y el tiempo total de exploracién al objeto.
Adquisicion
El tercer dia del procedimiento de la MRO se realizaba la sesion de adquisicion. Para ello, se

situaban dos objetos idénticos (Lego® -Lego®, lata-lata o colgador-colgador) en dos esquinas

contiguas de la caja experimental, a 10 cm de las paredes y pegados al suelo con cinta

adhesiva de doble cara. Se colocaba el animal dentro de la caja mirando en direccion opuesta

54



a los objetos y se le dejaba 15 min para explorarlos libremente. Se registraba el tiempo de
exploracion de cada objeto. Se consideraba que el animal estaba explorando el objeto cuando
su cabeza estaba orientada hacia el objeto y tenia el hocico a una distancia maxima de 2 cm.
Se establecié un criterio de exploracion minima de 10 s para incluir a los sujetos en el andlisis
de MRO (Akkerman et al., 2012).

Retencion 1 (RT1, 3 h)

La primera sesion de retencién tenia una duracion de 5 min y se realizaba 3 h después de la
adquisicion, durante el tercer dia de entrenamiento de la MRO. En esta sesion, se situaban
dos objetos en las mismas esquinas de la caja donde se habian situado los objetos en la
adquisicion. Uno de los objetos ya habia sido presentado en la sesién de adquisicién (objeto
familiar) y el otro no habia sido presentado en ninguna de las sesiones anteriores (objeto
nuevo). Se colocaba el animal dentro de la caja mirando en direccién opuesta a los objetos y
se le dejaba 5 min para explorarlos libremente. Se registraba el tiempo de exploracién de cada

uno de los objetos.

Retencion 2 (RT2, 24 h)

La segunda retencién tenia lugar 24 h después de la sesién de adquisicion. El lugar de
colocacion de los objetos y la duracion de la sesion eran exactamente iguales a la primera
retencién. En esta sesion se utilizaban dos objetos, uno familiar que ya se habia presentado
en la sesién de adquisicién y en la primera retencion, y un objeto novedoso diferente al objeto
nuevo expuesto en la primera retencion. La posicion del objeto novedoso, entre la primera y
segunda retencion, era contrabalanceado para evitar la influencia de la preferencia de lugar.

Al igual que en la primera retencion se registré el tiempo de exploracién de cada objeto.

Para analizar los resultados y determinar si los animales recordaban el objeto familiar en cada

sesién de retencion se calculd el indice de discriminacion, segun la siguiente formula:

Tiempo de exploracion del objeto nuevo - Tiempo de exploracion del objeto familiar %100

indice de discriminacion =| — — : : — , —
Tiempo de exploracion del objeto nuevo + Tiempo de exploracion del objeto familiar

Este indice permite comparar las diferencias entre el tiempo de exploracion del objeto nuevo
y del familiar sin la influencia del tiempo total de exploracion (Akkerman et al., 2012). Un indice
similar a cero indica que no hay diferencias en la exploracion de ambos objetos (familiar y
nuevo) y, por tanto, una falta de recuerdo del objeto familiar. Los valores positivos y

estadisticamente diferentes de 0 indican una mayor exploraciéon del objeto novedoso y, por
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tanto, el recuerdo del objeto familiar. En la figura 17 podemos observar todas las fases que

componen la MRO.

Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 4

Habituacion 1 Habituacion 3 Adquisicion RT2
12 minutos 12 minutos 15 minutos 5 minutos
l 1,5h 11,5 h l 3h
|
Habituacion 2 Neofobia RT1
12 minutos 10 minutos 5 minutos

Figura 17. Sesiones de la tarea de MRO, duracién de cada una, tiempo entre sesiones y detalle de la posicién de
los objetos. Dia 1,2,3 y 4 de la prueba de MRO (equivale al dia 32, 33, 34 y 35 del experimento, respectivamente)
Creado con BioRender.com

6.1.7 Histologia

6.1.7.1 Eutanasia y Perfusion Intracardiaca

Al dia siguiente de la segunda retencion, los animales eran sacrificados con una sobredosis
de pentobarbital sédico (Dolethal, 200 mg/kg; Vetoquinol S.A. Madrid-Spain). Una vez se
observaba gue no habia reflejo interdigital se procedia a realizar la perfusion intracardiaca con
paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma Aldrich, Madrid). Se utilizé una bomba de perfusién (J.P
Selecta, S.A Barcelona) a 30 rpm con un caudal aproximado de 70 ml/min. El caudal se
mantenia hasta que el animal estaba bien perfundido (extremidades rigidas y decoloracién
del higado son algunas de las sefiales de una perfusién correcta). Una vez extraida la aguja
de perfusién, se decapitaba el animal y se procedia a extraer el encéfalo que se dejaba en
una solucién de paraformaldehido al 4% a una temperatura de 4 °C durante 3 h. Después se
realizaban tres lavados de 20 min cada uno con tampoén fosfato (pH 7,4 y 0,1 M) y finalmente
se sumergia en una solucién de sacarosa al 30% y tampon fosfato (solucion crioprotectora) a
4 °C durante aproximadamente 72 h. Posteriormente se procedia a su congelacion con

isopentano (Sigma Aldrich, Madrid) para su conservacion en un congelador de -80 °C.
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6.1.7.2 Obtencién de Cortes Coronales

La obtencion de cortes coronales se realizé6 mediante un criostato (Shandon Cryptome FSE,
Thermo Electron Corporation, Massachusetts, EE.UU.) a una temperatura constante de -20 °C.
El grosor de los cortes era de 40 um y se recogian a lo largo de toda la cavidad de la lesién,
aungue en algunos casos no se podia llegar hasta el final ya que resultaba muy dificil que no

se produjera una rotura del tejido (Figura 18).
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Figura 18. Representacion del patron de recogida de las muestras y su forma de conservacion. Creado con el
BioRender.com

Antes de empezar a cortar, se realizaba un pequefio corte en la corteza del hemisferio
contralateral a la lesion (hemisferio izquierdo) para posteriormente poder identificar los
hemisferios. El patron de recogida se mantuvo constante durante todo el proceso de
obtencion del tejido cerebral. Se realizaron series de diez cortes, los nueve primeros se
destinaban a las pruebas inmunohistoquimicas de NeuN (neuronal nuclear protein) e Iba-1
(ionized calcium-binding adaptor molecule 1) y se recogian en pocillos consecutivos con
solucidon anticongelante en condiciones de free-floating, conservandose a -20 °C. El décimo
corte de cada serie se montaba directamente sobre un portaobjetos gelatinizado y se
destinaba a la valoracion macroscépica del volumen del hipocampo dorsal a través de la

tincién con violeta de cresilo y se conservaba a 4 °C.

6.1.7.3 Andlisis Macroscoépico: Tincion con Violeta de Cresilo.

Para determinar el efecto del traumatismo sobre el volumen del hipocampo dorsal, los cortes
montados sobre portas gelatinizados pasaban por una bateria de alcoholes de 70%, 95%,

100% y violeta de cresilo al 0,5% y se cubrian con un cubreobjetos con medio de montaje
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DPX (Sigma Aldrich, Madrid). Para la valoracibn macroscépica del volumen del hipocampo
dorsal, se obtuvieron imagenes digitalizadas de los cortes con un escaner de sobremesa (HP
scanjet G4050) (Figura 19).

Figura 19. Hipocampo marcado a través del software de andlisis de imagenes de muestras bioldgicas Fiji, a través
del cual obteniamos el area de cada hipocampo dorsal.

En estudios previos hemos constatado que el traumatismo con los parametros utilizados da
lugar a una disminucién del volumen del hipocampo ipsilateral a la lesion (Amords-Aguilar et
al., 2015; Jacotte-Simancas et al., 2015). Para valorar esta disminucién, utilizamos el
programa de analisis de imagen Fiji (Schindelin et al., 2012) con el que dibujamos en cada
corte el contorno del hipocampo contralateral e ipsilateral a la lesion para obtener su area.

A partir de estas areas se hizo una estimacion del volumen total de cada hipocampo utilizando
el método de Cavalieri. Para ello, se calculaba el volumen parcial multiplicando el area del
hipocampo por el grueso de cada corte (0,04 mm) y por el nUmero de secciones hasta la
siguiente seccién tefiida con violeta (10 secciones). El sumatorio de estos volimenes
parciales nos proporcionaba el volumen total del hipocampo entre las coordenadas estudiadas
(-1,80 a -4,20 mm respecto a Bregma) (Paxinos & Watson, 2007) en cada hemisferio. A

continuacién, podemos ver la férmula aplicada:

Volumen =5 (Area hipocampo * 0,04 *10)

Para evaluar la disminucién del volumen del hipocampo ipsilateral respecto al contralateral sin
la influencia del nUmero de secciones cerebrales analizadas para cada sujeto, calculamos la
ratio hipocampal (relacion, en porcentaje, entre el volumen del hipocampo ipsilateral y el

contralateral) aplicando la siguiente formula:
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Volumen hipocampo ipsilateral %100

Ratio hipocampal =
Volumen hipocampo contralateral

Los valores iguales a 100 indican igualdad de volimenes en ambos hemisferios, y valores
estadisticamente inferiores a 100 indican que el volumen del hipocampo ipsilateral es menor

que el volumen del hipocampo contralateral a la lesion.

6.1.7.4 Inmunohistoquimica de la NeuN.

Para determinar la pérdida de neuronas maduras asociada a la lesion, se realizé la
inmunohistoquimica de NeuN y la posterior cuantificacién de células NeuN* en el hilus del GD
del hipocampo y en la PRhc debido a su implicacion con la tarea de MRO (Cohen & Stackman,
2015). La proteina NeuN se encuentra presente en el nucleo y el citoplasma de la mayoria de
las neuronas maduras que conforman el sistema nervioso de los vertebrados, incluyendo
neuronas de la médula espinal, corteza cerebral, hipocampo, talamo dorsal, caudado/putamen
y cerebelo (Duan et al., 2016). Desde que fue descrita por primera vez por Mullen et al (1992),
se ha convertido en una importante herramienta para el estudio del sistema nervioso, tanto en

condiciones normales como patoldgicas (Maxeiner et al., 2014).

El procedimiento de la inmunohistoquimica de la NeuN fue realizado por el método de la
estreptavidina-biotina y el revelado mediante DAB con niquel. Los cortes se mantenian en
agitacion a 80 rpm durante todo el procedimiento. En primer lugar, para cada sujeto, se realizé
un muestreo aleatorio y sistematico (eleccion aleatoria de la serie de secciones coronales
utilizada) de los cortes coronales que estaban en free-floating en solucién anticongelante. Los
cortes seleccionados se pasaban a una solucion de TBS (Tris HCL 50 mmol/L pH 7,6) y se
realizaron varios lavados sucesivos. Para bloguear la peroxidasa endégena del tejido cerebral,
los cortes se incubaron durante 10 min en H,O- al 0.3% (Panreac®, 141076) diluido en una
solucion de metanol al 70% en agua destilada. Tras los lavados sucesivos en TBS y TBS-T
(Tris HCL 50 mmol/L, pH 7.6 + 1% Tritdn), el tejido se incubd durante 1 h con una solucion de
bloqueo de uniones inespecificas (Fetal Bovine Serum al 10% y 0,3% de Bovine Serum
Albumine en TBS-T). Transcurrido ese tiempo, se realizé la incubacién con el anticuerpo
primario (Mouse anti-NeuN, MAB377, Sigma, 1:500) diluido en la solucién de bloqueo durante
toda la noche en agitacion a 4 °C. Al dia siguiente se dejaba durante 1 h a temperatura
ambiente y, tras sucesivos lavados con TBS-T, se realiz6 la incubacion con el anticuerpo
secundario (Goat anti-Mouse 1gG (H+L), Biotin Conjugate, SAB 4600004, Sigma, 1:1000)
diluido en la solucién de bloqueo durante 1 h. Tras sucesivos lavados con TBS-T se procedi6

a la incubacion del tejido con estreptavidina unida a peroxidasa de rabano (1:3600, SA-HRP
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conjugate, NEL 750001EA Perkin Elmer), diluida en TBS-T, que se une a la biotina del
anticuerpo secundario permitiendo el revelado con DAB. Tras sucesivos lavados con TBS y
TB, se realiz6 el revelado con el kit de DAB (3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate,
SK-4100, Vector) dejando actuar 4 min. Por ultimo, se realizaban los sucesivos lavados con
las soluciones tampédn y las secciones fueron montadas en portaobjetos. Al dia siguiente se
realizaban las deshidrataciones con alcoholes a diferentes porcentajes de concentracion

(50%, 70%, 95% y 100%) y se aplicaba HistoClear. Para finalizar se cubria el tejido con medio

de montaje (Histomount®, National Diagnostic) y un cubreobjetos.

6.1.7.5 Inmunohistoquimica de Iba-1

Para estudiar la activacién microglial se realizé un procesamiento inmunohistoquimico para el
anticuerpo de Iba-1, una proteina especifica de macréfagos y microglia cuya expresion se
relaciona con la microglia reactiva (Blaszczyk et al., 2018; Norden et al., 2016). Se cuantificé
la intensidad y el porcentaje de area del marcaje de lba-1 en el hipocampo dorsal y en el
talamo dorsal, ya que en estudios previos con el mismo modelo de TBI se observo un aumento
de la activacion microglial en ambas estructuras (Amoros-Aguilar et al., 2020; Vivanco, 2019).
Para cada sujeto, se realizd un muestreo aleatorio y sistematico (eleccion aleatoria de la serie
de secciones coronales utilizada) de los cortes coronales que estaban en free-floating en una
solucién anticongelante. La inmunohistoquimica de Iba-1 se realiz6 con el método de la
estreptavidina-biotina y el revelado mediante DAB. Los cortes se mantenian en agitacion a 80
rpm durante todo el procedimiento. Para bloquear la peroxidasa endégena del tejido cerebral,

los cortes se incubaron durante 10 min en H2Oz al 0.3% (Panreac®, 141076) diluido en una

solucion de metanol al 70% en agua destilada. Seguidamente se hicieron sucesivos lavados
con las soluciones tampoén y se realiz6 la preincubacién con 10% de FBS y 0.3% de BSA
diluido en TBS-T para el bloqueo de uniones inespecificas. Posteriormente se procedio a la
incubacioén con el anticuerpo primario (rabbit, anti-lbal, GTX00042, Genetex, Dilucion 1:1000)
diluido en la misma solucion de bloqueo durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente,
después de 1 h a temperatura ambiente, se realizaron sucesivos lavados en las diferentes
soluciones tampo6n y el tejido se incubd con el anticuerpo secundario (goat antirabbit Vector,
Dilucién 1:500) diluido en solucién bloqueo, durante 1 h. Después de sucesivos lavados, el
tejido se incub6 durante 1 h con estreptavidina (Streatadivin Peroxidase, SA-5004-1, Vector
Laboratories, Dilucion 1:500) diluida en solucion bloqueo. La estreptavidina se une a la biotina
del anticuerpo secundario y permite revelar la DAB (3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride
hydrate, SK-4100, Vector Laboratories). Tras sucesivos lavados, se procedio al revelado
mediante el kit de DAB que se dejo actuar 3 min. Por ultimo, se realizaron los sucesivos

lavados con las soluciones tampon y las secciones fueron montadas en portaobjetos. Al dia
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siguiente se realizaban las deshidrataciones con alcoholes a diferentes porcentajes de

concentracion (50%, 70%, 95% y 100%) y se aplicaba HistoClear. Para finalizar se cubrio el

tejido con medio de montaje (Histomount®, National Diagnostic) y un cubreobjetos.

6.1.7.6 Cuantificacion de Células NeuN* en PRhc

Para cada animal se examinaron dos o tres secciones cerebrales, entre las coordenadas
-3,00 mm y -4,20 mm respecto a Bregma (Paxinos & Watson, 2007). Para poder examinar
cada una de las secciones se utilizé un microscopio de campo claro (Modelo Axio Imager. Al,
Zeiss Group, Oberkochen-Germany) con un objetivo x10, al que iba acoplado una cadmara
DSLR digital (EOS_6D_Mark IlI, Canon Europe, Amsterdam, Holanda) para obtener las

imagenes digitales.

De cada seccidn cerebral se realizaron dos o tres fotografias parciales de la PRhc que fueron
unidas mediante el programa de analisis de imagen Fiji (Schindelin et al.,, 2012) para la
obtencion de una panoramica completa de la PRhc. La cuantificacion se realiz6 siguiendo los
principios de estereologia. En primer lugar, se delimité el area a analizar generando una ROI
(Region of Interest) de toda la PRhc (Paxinos & Watson, 2007) sin incluir el area mas externa
al ser una zona de alta densidad celular (Figura 20). A continuacion, se realiz6 un muestreo
aleatorio y sistematico de las zonas a cuantificar (disectores fisicos) dentro de la ROI,
ejecutando una macro previamente establecida que generaba una cuadricula posicionada
aleatoriamente sobre la imagen. Cada cuadrado (disector) tenia un area de 0,001245 mm?y
se contabilizaron aquellas células contenidas o tocando los margenes de inclusion en 1 de
cada 25 disectores.

Para obtener la densidad total (Dt) de células NeuN* en cada corte y para cada hemisferio se

realizé el siguiente célculo adaptado de los calculos de disector dptico (Yurt et al., 2018).

Ndmero total de neuronas contadas

Numero de disectores contados * Area disector

Posteriormente se obtuvo la ratio interhemisférica de densidad de células NeuN* de cada corte

mediante la siguiente férmula:

L. Lo Dt PRhc ipsilateral
Ratio interhemisférica = x 100
Dt PRhc contralateral
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Una vez obtenida esta ratio se realiz6 la media de todos los cortes para obtener la ratio
interhemisférica de densidad de células NeuN* en la PRhc de cada sujeto. Los valores
inferiores a 100 indican una menor densidad de células NeuN* en el hemisferio ipsilateral a la

lesion en comparacion con el hemisferio contralateral.

Figura 20: Corteza PRhc con el detalle de los disectores con los lados de inclusién (verde) y exclusion (rojo) y la
ROI establecida (amarillo), del hemisferio contralateral al lesién.

6.1.7.7 Cuantificacién de células NeuN* en el hilus del GD del hipocampo

Para cada animal se examinaron dos o tres secciones cerebrales, entre las coordenadas
-2,76 mm y -4,20 mm respecto a Bregma (Paxinos & Watson, 2007). La obtencion de la

imagenes se realiz6 de forma similar a la PRhc.

Para realizar la cuantificacion, al ser en una zona de poca densidad celular, la ROI incluia
todo el hilus del GD y se contaban manualmente todas las células NeuN* (Figura 21). Por
tanto, a diferencia de la PRhc, no se hacia una estimacion del numero de neuronas.
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Figura 21. Imagen representativa del hilus del GD del hipocampo procesado mediante inmunohistoquimica de
NeuN* y el area de cuantificacion seleccionada (ROI) en amarillo del hemisferio contralateral a la lesién.

El analisis se realiz6 utilizando los mismos indices que en la PRhc. En primer lugar, se calcul6
en cada hemisferio la densidad total (dividiendo el nUmero de células marcadas contadas por
el &rea de la ROI), con la que se obtuvo la ratio interhemisférica de cada corte. Finalmente,

se calculé la media de la ratio interhemisférica de cada sujeto.

6.1.7.8 Cuantificacién de Iba-1 en Hipocampo Dorsal

Las imagenes de las muestras procesadas mediante inmunohistoquimica de Iba-1 fueron
obtenidas y analizadas mediante el mismo equipo (microscopio, objetivo, cAmara y programa
de procesamiento de imagenes) utilizado en la cuantificacion de células NeuN*, pero
utilizando un objetivo de x5. Se cuantificé tanto el area ocupada por marcaje de Iba-1 como la
intensidad del mismo. Para cada animal se examinaron tres o cuatro secciones cerebrales,
entre las coordenadas -2,76 y -4,20 mm respecto a Bregma (Paxinos & Watson, 2007).

Cuando se analiza la intensidad del marcaje debe asegurarse que la iluminacion sea
homogénea en toda la muestra y a lo largo de todos los sujetos. Al trabajar a bajos aumentos,
como es el caso, existe un pequefio efecto vifieta que puede alterar esta homogeneidad. Por
ello, ademas de asegurar que las condiciones de iluminacion eran las mismas durante la
adquisicion de las imagenes, se realiz6 un procesamiento basado en el método a priori
propuesto por Landini (2006-2020) que permite asegurar la homogeneidad de iluminacion del
fondo. En primer lugar, se realizaba una foto en blanco (microscopio encendido sin muestra)

y otra en negro (microscopio apagado) después de cada sesion diaria de fotos.
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Posteriormente, cada fotografia obtenida de las muestras se procesaba de acuerdo con la

siguiente férmula:

Muestra - negro
Imagen corregida = ( gro) X 255
(Blanco - negro)

Una vez teniamos las fotografias con la luz homogénea, se obtenia una imagen panoramica
de todo el hipocampo a través de la union de diversas fotografias parciales mediante el
programa Fiji (Schindelin et al., 2012) y se invertia la escala de grises (0-255) de manera que
valores mas altos significaran un mayor marcaje. Para la cuantificacién del marcaje de Iba-1
primero se marcaba el contorno del hipocampo contralateral (drea de cuantificacion
seleccionada o ROI) (Figura 22) y, a través de una macro, se determinaba de manera
automatica el umbral de marcaje (opcién Huang dark) y se registraba el porcentaje de area
marcada y el valor medio del marcaje. Ademas, se apuntaba el valor minimo del umbral
obtenido, considerado valor de referencia para diferenciar el marcaje con lba-1 del fondo. A
continuacion, se marcaba el contorno del hipocampo ipsilateral al traumatismo y se establecia
manualmente el umbral de marcaje con el valor de referencia del hemisferio contralateral.
Finalmente, se registraba el porcentaje de area marcada y el valor medio del marcaje del
hipocampo ipsilateral.
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Figura 22. Imagen representativa del hipocampo dorsal procesado con inmunohistoquimica lba-1 y area de
cuantificacion seleccionada (ROI) en amarillo del hemisferio ipsilateral a la lesion.
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Para obtener la ratio interhemisférica del porcentaje del &rea ocupada por el marcaje lba-1y
de la media de intensidad del marcaje en la region de interés, se calculaba para cada variable

una ratio de cada corte con la siguiente formula:

Hipocampo ipsilateral

- x 100
Hipocampo contralateral

Ratio Interhemisférica =

Finalmente, para cada variable se calculaba la media de las ratios de los cortes analizados.
6.1.7.9 Cuantificacion de Iba-1 en Talamo Dorsal

La cuantificacién del marcaje Iba-1 también se realizé en la regién dorsal del tAlamo de ambos
hemisferios, que incluye los complejos talamicos lateral dorsal, lateral posterior, la parte dorsal
del nucleo reticular talamico y del cuerpo geniculado lateral. Para cada animal se examinaron
tres o cuatro secciones cerebrales, entre las coordenadas -2,76 y -4,20 mm respecto a
Bregma (Paxinos & Watson, 2007).

Las imagenes fueron realizadas y analizadas mediante el mismo equipo y con un método de
procesamiento similar al de las muestras Iba-1 del hipocampo dorsal. De cada seccion se
realizaron ocho fotografias consecutivas comenzando desde la corteza del hemisferio
contralateral a la lesién hasta la corteza del hemisferio ipsilateral. Posteriormente se obtuvo
una imagen panoramica a través de la unién de las ocho fotografias mediante el programa
Hugin (Version 2015.0.0; para Microsoft Windows). Estas imagenes se cuantificaron con el
programa Fiji (Schindelin et al., 2012), obteniendo los valores del porcentaje de &rea marcada
y de la intensidad de marcaje y, finalmente, se calculd la ratio interhemisférica (Figura 23).

Figura 23. Imagen representativa del mosaico del talamo dorsal de ambos hemisferios procesado mediante
inmunohistoquimica Iba-1*. En amarillo la ROI seleccionada en el hemisferio ipsilateral a la lesion.
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6.1.8 Cronograma del Experimento

En la siguiente figura puede observarse la temporalidad de las diferentes fases del

experimento en todos los grupos experimentales (Figura 24).

Dia —»2 20 32 33
Sham I | | MRO)]' » Sacrificio e histologia
Handling Condicién sedentaria Sham Condicién sedentaria
5 36 32 35
T8I }\ )'\ | MROI{I » Sacrificio e histologia
Handling Condicion sedentaria cel Condicién sedentaria
2 40 32 35
Pre-TBI ke k- } MR > Sacrificio e histologia
Handling Ejercicio ccl Condicién sedentaria
2 2021 a2 35
TBIl-early L ," k # MRO} » Sacrificio e histologia
Handling Condicién sedentaria ca Ejercicio
2 20 26 32 35
TBI-late {\ )" i\ } MROJ » Sacrificio e histologia
Handling Condicién sedentaria cel Ejercicio
2 2021 32 35
Pre-TBl-early L J I\ } Mm}' » Sacrificio e histologia
Handling Ejercicio ccl Ejercicio
2 20 26 32 MR035
Pre-TBI-late . ] k- } J » Sacrificio e histologia
Handling Ejercicio ol Ejercicio

Figura 24: Cronograma del experimento y detalle de los grupos experimentales. Creado con BioRender.com
6.1.9 Analisis Estadisticos

Los datos fueron analizados con el programa R Version 3.6.3 (Development Core Team, 2019)
con el apoyo del software The Jamovi Project (2022).

Se realizaron graficos box-plot para detectar la existencia de outliers en cada una de las
variables estudiadas, que fueron posteriormente confirmados con pruebas t-test para una

muestra.

Se realizaron pruebas de t de Student para una muestra para determinar si los indices de
discriminacién, asi como algunas medidas macroscopicas e inmunohistoquimicas eran

estadisticamente diferentes a un valor de referencia.

Para determinar diferencias entre grupos, utilizamos un andlisis de la variancia de un factor
(ANOVA) y contrastes post hoc de Tukey. En ausencia de homogeneidad de variancias
(estadistico de Levene significativo), se utilizo el ANOVA de Welch y los contrastes post hoc

Games-Howell.

Para estudiar la evolucion entre sesiones de habituacion en la tarea de MRO, utilizamos un
ANOVA de medidas repetidas.
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1. RESULTADOS

Del total de 84 animales utilizados para el experimento, tres animales no sobrevivieron a la
intervencion quirdrgica debido a problemas con la anestesia. Del resto, dos animales fueron
eliminados por un error en el dia de inicio del ejercicio y cuatro animales porque en la
valoracién macroscoépica de la lesidon con las secciones tefiidas con violeta de cresilo se
observo que presentaban una cavidad de lesién excesivamente grande no comparable al
resto de sujetos. Por tanto, la muestra total para el andlisis de resultados fue de 75 animales
(Sham: n= 11, TBI: n= 12, Pre-TBI: n= 12, TBl-early: n= 11, TBl-late: n=9, Pre-TBl-early: n=
10, Pre-TBl-late: n=10).

7.1 Evolucién del Peso de los Animales

En la figura 25 se muestra el peso de los animales en diferentes momentos del experimento,
el primer dia de handling, el dia de la operacion quirargica, el dia después de la cirugia y el
dia de inicio de la MRO.

Un analisis de la varianza no detectd diferencias significativas de peso entre los grupos
experimentales al inicio del experimento, pero si el dia de la operacion el [Fees= 11.69;
p<0.001]. Como puede verse en la figura 25, los grupos que habian realizado ejercicio previo
a la intervencidén tenian un menor peso que el resto. Las comparaciones post hoc de Tukey
indicaron que los grupos Pre-TBI y Pre-TBl-early tenian un peso significativamente menor al
de los grupos TBI (p<0.001 y p=0.001, respectivamente), TBl-late (p=0.001, p=0.01,
respectivamente) y TBl-early (p=0.003 y p=0.046, respectivamente). El grupo Pre-TBI-late
presentd un peso significativamente menor a los grupos Sham (p=0.003), TBI (p<0.001), TBI-
late (p<0.001) y TBl-early (p<0.001). También se detectaron diferencias significativas entre
grupos en los pesos del dia postoperatorio [Fees= 9.099; p<0.001]. Las diferencias entre los
grupos siguieron la misma tendencia que en el dia de la operacién. Las comparaciones post
hoc de Tukey indicaron que la media del peso de los grupos Pre-TBI y Pre-TBl-early era
significativamente inferior a la de los grupos TBI (p=0.001 y p=0.006, respectivamente) y TBI-
late (p=0.001 y p=0.009, respectivamente). La media del peso del grupo Pre-TBI tendia a ser
significativamente inferior a la del grupo TBIl-early (p=0.059). El grupo Pre-TBl-late tenia un
peso significativamente inferior que el de los grupos Sham (p=0.004), TBI (p<0.001), TBI-late
(p<0.001) y TBI-early (p=0.003).

El primer dia de la prueba de MRO todos los grupos que habian realizado ejercicio tenian un
peso inferior al de los grupos Sham y TBI. Asi, un ANOVA indicé diferencias entre los grupos
experimentales [Fees= 8.588; p<0.001]. Los contrastes post hoc de Tukey indicaron que los

grupos con ejercicio previo y posterior a la lesion, pre-TBl-early y Pre-TBI-late, presentaban
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un peso inferior respecto a los grupos Sham (p=0.042 y p<0.001, respectivamente) y TBI
(p=0.001 y p<0.001, respectivamente). Ademas, el peso medio del grupo Pre-TBl-late fue
inferior respecto al del grupo Pre-TBI (p=0.035).

Por tanto, y como era de esperar, los animales con tratamiento de ejercicio tuvieron un menor

peso a lo largo del experimento que los que se encontraban en condicion sedentaria.

Peso a lo largo del experimento

450=
400
—+— Sham
= TBI
8 350 = pre-TBI
£ TBl-early
E -o- TBl-ate
(D 300+ pre-TBl-early
-o- pre-TBl-late
250~
P
0( 1 1 1 1
1 2 3 4

Figura 25. Medias + SEM del peso (1) al inicio del experimento, (2) el dia de la intervencion quirargica, (3) el dia
después de la operacion y (4) el primer dia de la prueba de MRO. (Sham, n=11; TBI, n=12; Pre-TBI, n=12; TBI-
early, n=11; TBI-late, n=9; Pre-TBl-early, n=10; Pre-TBI-late, n=10).

7.2  Evolucién del Ejercicio Fisico: Distanciay Tiempo

Se registré diariamente la distancia recorrida y el tiempo de ejercicio en la rueda de actividad

de cada sujeto que realizaba ejercicio fisico.

El andlisis del ejercicio fisico se realizé en 3 periodos de 4 dias cada uno: los 4 dltimos dias
de ejercicio antes de la lesion traumatica, los 4 primeros dias de ejercicio después de la
operaciéon y los 4 dias correspondientes a la prueba de MRO. Teniendo en cuenta los
diferentes protocolos del tratamiento, esta divisiébn en 3 periodos nos permitia analizar los
niveles de ejercicio en momentos clave como son el momento previo y posterior a la lesién y
durante las pruebas de memoria. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que no todos los
grupos realizaban ejercicio fisico durante los mismos periodos. En el periodo previo a la lesiéon

solamente realizaban ejercicio los grupos Pre-TBI, Pre-TBI-early y Pre-TBl-late.
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El segundo periodo corresponde a los 4 primeros dias de ejercicio postlesion, por tanto, en
los grupos Pre-TBl-early y TBIl-early este periodo corresponde a los dias 2 a 5 postlesion,
mientras que en los grupos Pre-TBI-late y TBI-late corresponde a los dias 6 a 9 post lesién.
Finalmente, en el tercer periodo analizado, es decir, durante los 4 dias de las pruebas
conductuales, los sujetos de los grupos TBI-early y Pre-TBI-early llevaban 11 dias postlesion
con acceso a la rueda de actividad antes del inicio de la MRO, mientras que los de los grupos

TBI-late y Pre-TBI-late solamente 6 dias.

Un ANOVA del primer periodo no indicé diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos gque realizaban ejercicio previo a la lesion traumatica (Pre-TBI, Pre-TBl-early, Pre-TBI-
late) ni en la media de los metros diarios recorridos, ni en la media de tiempo que los animales

pasaban haciendo ejercicio en la rueda (Figura 26).

4 dias prelesion (distancia) 4 dias prelesion (tiempo)
A) B)
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Figura 26. Medias +SEM de los 4 Ultimos dias de ejercicio previo al TBI A) de la distancia diaria recorrida en la
rueda de actividad y B) del tiempo de ejercicio realizado en la rueda de actividad. (Pre-TBI, n=12; Pre-TBl-early,
n=10; Pre-TBI-late, n=10).

Un ANOVA de Welch indico diferencias estadisticamente significativas entre grupos en la
media de metros recorridos [Fs17.76= 10.57; p<0.001] y en la media de tiempo que los
animales pasaban haciendo ejercicio en la rueda [Fgiso0s= 11.37; p<0.001] durante el
segundo periodo (Figura 27). Las comparaciones post hoc de Games-Howell indicaron que la
media de la distancia recorrida era significativamente mayor en los grupos Pre-TBl-early y
Pre-TBI-late en comparacién con los grupos TBl-early (p=0.031 y p=0.003, respectivamente)

y TBI-late (p=0.036 y p=0.006, respectivamente).
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En relacion al tiempo que pasaban en la rueda de actividad, los grupos Pre-TBl-early y Pre-
TBI-late pasaban una media de tiempo significativamente mayor que los grupos TBI-early
(p=0.015 y p=0.003, respectivamente) y TBI-late (p=0.011 y p=0.009, respectivamente). Por
tanto, los resultados muestran que aquellos sujetos que habian realizado ejercicio antes del
TBI, recorrian una mayor distancia y pasaban mas tiempo realizando ejercicio que aquellos

animales que empezaron el tratamiento después del TBI.
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Figura 27. Medias +SEM en los 4 primeros dias de ejercicio posterior al TBI A) de la distancia diaria recorrida en
la rueda de actividad, y B) del tiempo diario de ejercicio realizado en la rueda de actividad. ANOVA: #Diferencias
respecto al grupo TBI-early (p<0.05); +Diferencias respecto al grupo TBI-late (p<0.05). (TBl-early, n=11; TBl-late,
n=9; Pre-TBIl-early, n=10; Pre-TBI-late, n=10).

En el tercer periodo se detectaron dos sujetos con valores outliers en el grupo TBI-early para
la distancia recorrida y uno en el grupo TBI-early para el tiempo de ejercicio. Estos sujetos

fueron eliminados de los andlisis correspondientes.

El ANOVA de Welch indicé diferencias estadisticamente significativas entre grupos en la
media de los metros diarios recorridos [F,17.11= 4.95; p=0.012] y en la media del tiempo que
los animales pasaban haciendo ejercicio en la rueda [F17.23= 4.94; p=0.012] (Figura 28). Las
comparaciones post hoc de Games Howell indicaron que el grupo Pre-TBl-early, que es el
grupo con un periodo mas largo de ejercicio, presentaba una media de la distancia recorrida

significativamente mayor a los grupos TBI-early (p=0.027) y TBI-late (p=0.021).

En relacién al tiempo en la rueda de actividad, el grupo Pre-TBl-early pasaba una media de
tiempo significativamente mayor que el grupo TBI-late (p=0.021). Por tanto, los resultados

indican que durante las pruebas de MRO los sujetos del grupo Pre-TBI-early mostraron una
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mayor distancia recorrida en comparacion con los grupos que empezaban el ejercicio fisico
después de la lesion, TBl-early y TBI-late. Ademas, también pasaban un mayor tiempo en la

rueda de actividad que el grupo TBI-late.
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Figura 28. Medias + SEM en los 4 dias de la MRO A) de la distancia diaria recorrida en la rueda de actividad, B)
del tiempo diario de ejercicio realizado en la rueda de actividad. ANOVA: #Diferencias respecto al grupo TBl-early
(p<0.05); +Diferencias respecto al grupo TBl-late (p<0.05). (TBl-early, n=11; TBI-late, n=9; Pre-TBl-early, n=10;
Pre-TBl-late, n=10).

7.3 Memoria de Reconocimiento de Objetos

Se eliminaron de los analisis de la MRO tres animales (un sujeto del grupo TBI y dos sujetos
del grupo Pre-TBI-early), debido al desplazamiento de alguno de los objetos utilizados en las
sesiones de MRO. Por tanto, la muestra constaba de 72 animales (Sham: n= 11, TBI: n= 11,

Pre-TBI: n= 12, TBl-early: n= 11, TBI-late: n= 9, Pre-TBIl-early: n= 8, Pre-TBI-late: n= 10).

7.3.1 Habituacién

El ANOVA de medidas repetidas mostr6 que todos los grupos siguieron una evolucién similar
a lo largo de las tres sesiones de habituacion. En concreto, se observo una disminucién en la
distancia recorrida entre la primera y la segunda [tes=7.9; p<0.001] y tercera [te5=6.04;

p<0.001] sesiones de habituacion, pero no entre la segunda y la tercera sesiones (Figura 29).
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Figura 29. Media +SEM de la actividad locomotora en cada una de las sesiones de habituacion para cada grupo
experimental. (Sham, n=11; TBI, n=11; Pre-TBI, n=12; TBl-early, n=11; TBI-late, n=9; Pre-TBl-early, n=8; Pre-TBI-
late, n=10).

7.3.2 Neofobia

Se detectaron 4 sujetos outliers (uno del grupo Sham, otro del TBI, otro del TBI-late y uno del
Pre-TBl-early) en la variable latencia de exploracién, y 2 (del grupo TBI) en la variable tiempo
de exploracion. Estos sujetos fueron eliminados de los analisis correspondientes.

La figura 30 muestra la latencia de la primera exploracion y el tiempo total de exploracion del

objeto en la prueba de neofobia.

Los ANOVA no mostraron diferencias significativas en la latencia de exploracion, pero si en
el tiempo total de exploracion [Fees= 5.239; p<0.001]. Las pruebas post hoc de Tukey
indicaron que el grupo TBI-early mostraba un tiempo total de exploracion significativamente
menor que los grupos Sham (p=0.003) y Pre-TBI (p=0.004). Ademas, el grupo Pre-TBIl-early
también mostré un valor menor que el grupo Pre-TBI (p=0.048). Por tanto, los resultados
parecen indicar que los grupos TBI-early y Pre-TBI-early mostraron un tiempo de exploraciéon
total en el test de neofobia inferior al grupo Pre-TBI, y en el caso del grupo TBI-early también

fue inferior al del grupo Sham.
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Figura 30. Medias +SEM. A) Latencia de exploraciéon (Sham, n=10; TBI, n=10; Pre-TBI, n=12; TBl-early, n=11;
TBI-late, n=8; Pre-TBl-early, n=7; Pre-TBI-late, n=10); y B) tiempo de exploracion total del objeto en la prueba de
neofobia (Sham, n=11; TBI, n=9; Pre-TBI, n=12; TBI-early, n=11; TBI-late, n=9; Pre-TBI-early, n=8; Pre-TBl-late,

n=10). ANOVA: +Diferencias respecto al grupo Sham+ (p<0.05); "Diferencias respecto al grupo Pre-TBI (p<0.05).

7.3.3 Adquisicion

En la prueba de adquisicion se midié el tiempo total de exploracion de los objetos (Figura 31).
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Figura 31. Media +SEM. Tiempo total de exploracion en la sesion de adquisicion. ANOVA: +Diferencias respecto
al grupo Sham (p<0.05); #Diferencias respecto al grupo TBI (p<0.05). (Sham, n=11; TBI, n=11; Pre-TBI, n=12; TBI-
early, n=11; TBI-late, n=9; Pre-TBl-early, n=8; Pre-TBl-late, n=10).
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La prueba de ANOVA mostro diferencias significativas entre los grupos [Fee3= 5,044;
p<0.001]. Las pruebas post hoc de Tukey indicaron que el tiempo total de exploracion fue
mayor en el grupo Sham en comparacion con los grupos TBI-early (P=0.006) y Pre-TBI-early
(p<0.001). Por otro lado, el grupo Pre-TBI-early mostré un tiempo de exploracién menor que
el grupo TBI (p=0.008). Cabe destacar que, a pesar de estas diferencias, todos los sujetos

cumplieron con el criterio de inclusion establecido (tiempo de exploracidén superior a 10 s).

7.3.4 Sesion de Retencion 1

Por un problema técnico en el registro de la RT1 se perdieron los datos de un sujeto del grupo
TBI-early. Se detectaron 2 sujetos outliers (uno del grupo Pre-TBI y otro del TBIl-early) en el
indice de discriminacion que fueron eliminados de los analisis correspondientes. Los

resultados en relacion al indice de discriminacion se pueden observar en la figura 32.
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Figura 32. Medias +SEM del indice de discriminacion en el test de retencién 1 (RT1). *Diferencias respecto a 0 en
la prueba t de Student para una muestra (p<0.05). ANOVA: °Diferencias respecto a Pre-TBl-early (p<0.05). (Sham,
n=11; TBI, n=11; Pre-TBI, n=11; TBIl-early, n=9; TBI-late, n=9; Pre-TBl-early, n=8; Pre-TBI-late, n=10).

En primer lugar, realizamos pruebas t de Student de una muestra para determinar el recuerdo
del objeto familiar. Estas pruebas indicaron que el indice de discriminacion era
significativamente superior al valor de referencia en los grupos Sham [tag= 3.525; p=0.005],
Pre-TBI [tao= 2.245; p=0.049] y Pre-TBl-early [t7= 4.171; p=0.004].Pero no, en los grupos
TBI, TBI-late, Pre-TBI-late y TBIl-early. Por tanto, solo los grupos Sham, Pre-TBI y Pre-TBI-
early fueron los Unicos que recordaron el objeto familiar en la primera retencién. En cuanto a

las diferencias entre grupos, un ANOVA mostré diferencias significativas en el indice de
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discriminacion [Fee3= 2.681; p=0.022]. Los andlisis post hoc de Tukey indicaron que ningun
grupo fue significativamente diferente de los grupos Sham y TBI. En cambio, el grupo Pre-
TBI-early tenia un indice de discriminacion estadisticamente superior al TBl-early (p=0.045).
En cuanto al tiempo total de exploracidén, no se detectaron diferencias significativas entre

grupos.

Por tanto, los resultados muestran que nuestro modelo de TBI genera déficits de memoria a
las 3 h de la adquisicién, que no se observan en el grupo con ejercicio previo y posterior a la
lesion de inicio temprano. Ademas, el tratamiento con solo ejercicio previo tuvo un ligero efecto
facilitador.

7.3.5 Sesion de Retencion 2

Se detectaron 4 sujetos outliers (2 del grupo Sham, 1 del Pre-TBI y 1 del grupo TBI-late) en el
indice de discriminacién. Estos sujetos fueron eliminados de los andlisis correspondientes.

Los resultados en relacion al indice de discriminacion se pueden observar en la figura 33.
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Figura 33. Media +SEM del indice de discriminacion en el test de retencion 2 (RT2). *Diferencias respecto a 0 en
la prueba t de Student para una muestra: (p<0.05). ANOVA: #Diferencias respecto a TBI (p<0.05). (Sham, n=9;
TBI, n=11; Pre-TBI, n=11; TBl-early, n=11; TBI-late, n=8; Pre-TBl-early, n=8; Pre-TBI-late, n=10).

Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que el indice de discriminacion era
significativamente superior al valor de referencia en los grupos Sham [te= 10.954; p<0.001],
Pre-TBI [tag= 2.85; p=0.017], Pre-TBl-early [tg= 10.954; p=0.017], TBIl-late [tz= 4.958;
p=0.002] y Pre-TBlI-late [t7)= 3.285; p=0.013]. Pero, no en el resto de grupos. En cuanto a las
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diferencias entre grupos, el ANOVA de Welch indic6 diferencias estadisticamente
significativas en el indice de discriminacion [F,2s5.51)= 4.64; p=0.003]. Las pruebas post hoc de
Games-Howell indicaron que el indice de discriminacion del grupo TBI fue significativamente
inferior al del grupo Sham (p=0.007) y también al de los grupos TBI-late (p=0.015) y Pre-TBI-

late (p=0.006). El analisis del tiempo total de exploracién no mostré diferencias entre grupos.

Estos resultados ponen de manifiesto que el TBI deteriora la memoria de reconocimiento de
objetos a las 24 h de la sesidén de adquisicidn. El ejercicio previo a la lesién por si solo tuvo
un ligero efecto beneficioso. El ejercicio fisico de inicio demorado, con o sin ejercicio previo
(TBI-late y Pre-TBI-late) revirtio los déficits de memoria. El ejercicio post lesidon de inicio
temprano no tuvo efecto cuando se realizé como tratamiento Gnico, pero su combinacion con
ejercicio previo al traumatismo tuvo un efecto beneficioso, aunque inferior al de los

tratamientos demorados.

7.4  Datos Histolégicos
7.4.1 Evaluacién Macroscopica de la Lesion

Se cuantifico el volumen del hipocampo de 68 animales. Se detectaron 4 sujetos outliers (1
del grupo Sham, 1 del Pre-TBI, 1 del TBI-late y 1 del Pre-TBI-early). Estos sujetos fueron

eliminados de los andlisis correspondientes.

Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que el volumen del hipocampo dorsal
ipsilateral era significativamente menor al del contralateral en los grupos TBI [ta)= -6.63;
p<0.001], Pre-TBI [tup=-5.38; p<0.001], TBIl-early [ta0=-4.68; p<0.001], TBI-late [t7=-3.00;
p=0.020], Pre-TBl-early [t=-7.71; p<0.001], Pre-TBlI-late [te= -5.25; p<0.001]. En cambio, en
el grupo Sham la ratio interhemisférica no diferia del valor de referencia (Figura 34). Un
ANOVA de Welch indicé que el factor grupo era estadisticamente significativo [F 25.41)= 26.53;
p<0.001]. Las pruebas post hoc de Games-Howell mostraron que todos los grupos, con la
excepcion del grupo TBI-Late, diferian significativamente del grupo Sham (TBI p<0.001, Pre-
TBlI p=0.002, TBl-early p=0.008, Pre-TBl-early p<0.001, Pre-TBl-late p=0.005,
respectivamente). Ademas, la ratio interhemisférica del grupo TBI-late fue significativamente
superior a la de los grupos TBI (p=0.004), TBI-early (p=0.032) y Pre-TBI-early (p=0.002).
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Por tanto, los datos indican que el TBI produce una pérdida del volumen hipocampal que no
es revertida por ningun tratamiento, aunque el ejercicio post lesion de inicio demorado sin

ejercicio previo si consiguié reducir esta pérdida del volumen del hipocampo.
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Figura 34. Media +SEM de la ratio interhemisférica de la formacién hipocampal. *Diferencias respecto a 100 en la
prueba t de Student para una muestra (p<0.05). ANOVA: +Diferencias respecto a Sham +(p<0.05); “Diferencias
respecto al grupo TBI-late(p<0.05). (Sham, n=10; TBI, n=11; Pre-TBI, n=11; TBI-early, n=11; TBI-late, n=8; Pre-
TBIl-early, n=7; Pre-TBl-late, n=10).

7.4.2 Densidad Neuronal

7.4.2.1 Células NeuN* en la PRhc

Se cuantificé el niamero de células NeuN* en la PRhc de 48 animales. Se detectaron 2 sujetos
outliers (1 del grupo Sham y 1 del grupo TBI) que fueron eliminados de los andlisis
correspondientes. En la figura 35, se pueden observar imagenes representativas de células

con marcaje NeuN* en la PRhc de ambos hemisferios y de cada grupo experimental.

Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que la ratio interhemisférica de células
NeuN* en la PRhc era significativamente inferior al valor de referencia (100) en los grupos TBI
[te)=-13.09; p<0.001], Pre-TBI [t= -5.07; p=0.004], TBI-early [te=-5.03; p=0.002] y Pre-TBI-
early [te=-4.95; p=0.003], mientras que no diferia de este valor en los grupos: Sham, TBI-late
y Pre-TBl-late.
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Figura 35. Imagenes representativas del cortex PRhc con células NeuN*. A) hemisferio contralateral a la lesidn B)
hemisferio ipsilateral a la lesion, para cada uno de los grupos experimentales.
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Un ANOVA de Welch indic6 diferencias entre grupos [F,16.30= 34.37; p<0.001]. Las pruebas
post hoc de Games-Howell mostraron que la ratio interhemisférica de densidad de células
NeuN* en la PRhc del grupo Sham era significativamente superior a la de los grupos TBI
(p<0.001), Pre-TBI (p=0.019), TBIl-early (p=0.013) y Pre-TBIl-early (p=0.017). Por el contrario,
los grupos con tratamiento post lesion de inicio demorado, no difirieron del grupo Sham.
Ademas, la ratio interhemisférica del grupo TBI-late fue superior a la de los grupos TBI
(p<0.001), Pre-TBI (p=0.009), TBI-early (p=0.006) y Pre-TBl-early (p=0.011) (Figura 36).

Por tanto, los resultados indican que nuestro modelo de TBI genera una pérdida neuronal en
la PRhc ipsilateral a la lesion. Los tratamientos de ejercicio previo a la lesién y postlesion de
inicio temprano, con o sin entrenamiento previo, no tuvieron efectos beneficiosos. Los
tratamientos con pautas de ejercicio demorado tuvieron un efecto beneficioso, aunque mas

marcado cuando los sujetos no tenian entrenamiento previo.
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Figura 36. Media +SEM de la ratio interhemisférica de la densidad de células NeuN* en la PRhc. *Diferencias
respecto a 100 en la prueba t de Student para una muestra: * (p<0.05). ANOVA: +Diferencias respecto a Sham
(p<0.05); ~Diferencias respecto al grupo TBl-late (p<0.05). (Sham, n=6; TBI, n=7; Pre-TBI, n=6; TBl-early, n=7;
TBI-late, n=6; Pre-TBI-early, n=7; Pre-TBI-late, n=7).

7.4.2.2 Células NeuN* en el Hilus del GD del Hipocampo
Se cuantifico el nimero de células NeuN* en el hilus de 51 animales. Se detect6 1 sujeto
outlier del grupo Sham, que fue eliminado de los analisis correspondientes. En la figura 37

podemos observar, para cada grupo experimental, imagenes representativas del hilus del GD

de ambos hemisferios con marcaje NeuN.
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Figura 37. Imagenes representativas del hilus del GD con células NeuN* A) en el hemisferio contralateral a la
lesion y B) en el hemisferio ipsilateral a la lesion, para cada uno de los grupos experimentales.
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Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que la ratio interhemisférica de células
NeuN* en el hilus era significativamente inferior al valor de referencia en los grupos TBI [tg=
-5.083; p<0.001], Pre-TBI [te= -3.240; p=0.012], TBIl-early [ts=-19.487; p<0.001], Pre-TBI-
early [te=-18.40; p<0.001] y Pre-TBl-late [ts)= -3.340; p=0.021], mientras que no diferian de
este valor ni en el grupo Sham, ni en el grupo TBI-late. Un ANOVA de Welch indicé que el
factor grupo era estadisticamente significativo [F,17.8s= 65.84; p<0.001]. Las pruebas post
hoc de Games-Howell mostraron que los grupos TBI (p=0.006), TBI-early (p<0.001) y Pre-
TBl-early (p<0.001) diferian significativamente del grupo Sham. Ademas, la ratio
interhemisférica de la densidad de células NeuN* en el hilus del grupo TBI-late era
significativamente superior a la de los grupos TBIl-early (p=0.013) y Pre-TBl-early (p=0.004).
Finalmente, el grupo Pre-TBI mostro una ratio interhemisférica superior al grupo Pre-TBI-early
(p=0.012) (Figura 38).
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Figura 38. Media +SEM de la ratio interhemisférica de la densidad de células NeuN* en el hilus del hipocampo
dorsal. *Diferencias respecto a 100 en la prueba t de Student para una muestra (p<0.05). ANOVA: +Diferencias
respecto a Sham (p<0.05); "Diferencias respecto al grupo TBI-late (p<0.05). °Diferencias respecto a Pre-TBl-early
(p<0.05). (Sham, n=7; TBI, n=9; Pre-TBI, n=9; TBI-early, n=6; TBI-late, n=6; Pre-TBl-early, n=7; Pre-TBI-late, n=6).

Por tanto, los resultados indican que el TBI genera una pérdida de neuronas maduras en el
hilus del GD del hipocampo ipsilateral que también se observa en los grupos que realizaron
ejercicio postlesion de inicio temprano, tanto con entrenamiento previo al traumatismo como
sin. El grupo de ejercicio previo mostré un ligero efecto beneficioso. El ejercicio postlesion
demorado revirtio esta pérdida neuronal, sélo cuando se realiz6 sin entrenamiento previo, ya

gue la combinacién de estos tratamientos resulté en un beneficio intermedio.
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7.4.3 Activacion Microglial

7.4.3.1 Iba-1 en Hipocampo Dorsal

En la figura 39 se pueden observar imagenes representativas del marcaje con Iba-1 en esta

estructura en ambos hemisferios en todos los grupos.
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Figura 39. Imagenes representativas del hipocampo dorsal con células Iba-1*en A) hemisferio contralateral, B)
hemisferio ipsilateral, para cada uno de los grupos experimentales.
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Se cuantificé el marcaje con Iba-1 en el hipocampo dorsal en 73 animales. Se detecto 1 sujeto
outlier del grupo TBI-late en la variable ratio del porcentaje de &rea marcada y 1 sujeto outlier
del grupo TBI-early en la variable de intensidad media de marcaje, que fueron eliminados de

los andlisis correspondientes.

Ratio interhemisférica del porcentaje de area con marcaje Iba-1 en el hipocampo dorsal

Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que no habia diferencias respecto al
valor de referencia en los grupos Sham y TBl-late. En cambio, esta variable fue
estadisticamente superior al valor de referencia en los grupos TBI [tq1= 8.238; p<0.001], Pre-
TBI [tao= 2.417; p=0.036], TBI-early [t=14.630; p<0.001], Pre-TBl-early [te=5.017; p=0.001],
Pre-TBI-late [t=3.758; p=0.004]. Un ANOVA indic6 que el factor grupo era estadisticamente
significativo [F,27.89= 40.73; p<0.001]. Las pruebas post hoc de Games-Howell mostraron
valores superiores en los grupos TBI, TBl-early y Pre-TBl-early respecto a los grupos Sham
(p<0.001, p<0.001 y p=0.009, respectivamente) y TBl-late (p<0.001, p<0.001 y p=0.007,
respectivamente). Adicionalmente, el grupo Pre-TBI-late mostrd un valor superior al TBI-late
(p=0.041) y el grupo TBI-early respecto al Pre-TBI (p=0.014) (Figura 40).

Ratio interhemisfeérica de intensidad
del marcaje Iba-1 en hipocampo dorsa

180

A
A
i A +
160 : M +
1404 *

Porcentaje
2 8
1

S & & » F DK
& N R N
¢ L N N
Cl N
&t

Figura 40. Media +SEM de la ratio interhemisférica del porcentaje del area ocupada con marcaje Iba-1 en el
hipocampo dorsal. *Diferencias respecto a 100 en la prueba t de Student para una muestra (p<0.05). ANOVA:
+Diferencias respecto a Sham (p<0.05); ~Diferencias respecto al grupo TBI-late (p<0.05); **Diferencias respecto a
Pre-TBI (p<0.05). (Sham, n=11; TBI, n=12; Pre-TBI, n=11; TBIl-early, n=10; TBI-late, n=8; Pre-TBl-early, n=10; Pre-
TBI-late, n=10).
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Ratio interhemisférica de la intensidad media del marcaje con Iba-1 en el hipocampo

dorsal

Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que la ratio interhemisférica hipocampal
de la intensidad media de marcaje con lba-1 era significativamente mayor al valor de
referencia en los grupos: TBI [tay= 5.899; p<0.001], Pre-TBI [tuo= 3.243; p=0.009], TBI-early
[t=14.082; p<0.001], Pre-TBIl-early [t©=5.325; p<0.001] y Pre-TBI-late [tg=4.090; p=0.003].
En cambio, no diferia del valor de referencia en los grupos Sham y TBI-late, indicando valores
similares en los dos hemisferios. Un ANOVA de Welch indic6 que el factor grupo era
estadisticamente significativo [F2655= 37.98; p<0.001]. Las pruebas post hoc de Games-
Howell mostraron valores superiores en los grupos TBI, TBl-early, Pre-TBl-early y Pre-TBI-
late respecto a los grupos Sham (p=0.001, p<0.001, p=0.006 y p=0.030, respectivamente) y
TBI-late (p=0.003, p<0.001, p=0.008 y p=0.004, respectivamente) (Figura 41).
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Figura 41. Media +SEM de la ratio interhemisférica hipocampal de la intensidad media Iba-1 en hipocampo dorsal.
*Diferencias respecto a 100 en la prueba t de Student para una muestra (p<0.05). ANOVA: +Diferencias respecto
a Sham (p<0.05); "Diferencias respecto al grupo TBI-late (p<0.05). (Sham, n=11; TBI, n=12; Pre-TBI, n=11; TBI-
early, n=9; TBI-late, n=9; Pre-TBIl-early, n=10; Pre-TBl-late, n=10).

Los resultados indican que el nuestro modelo de TBI aumenté la reactividad microglial en el
hipocampo ipsilateral a la lesion en comparacion al contralateral. Solo el tratamiento
postlesiébn demorado aislado consigui6 revertir este efecto, mientras que el ejercicio previo
aislado si bien redujo ligeramente la activacion microglial, disminuy6 de forma importante el

efecto beneficioso del ejercicio de inicio demorado.
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7.4.3.2 Iba-1 en Talamo Dorsal
En la figura 42 se pueden observar imagenes representativas del marcaje con Iba-1 en esta
estructura en ambos hemisferios en todos los grupos.

Sham '

TBI

Pre-TBI

TBl-early

TBl-late

3

Pre-TBl-early

Pre-TBl-late

- ra . r I +
Figura 42. Imagenes representativas del talamo dorsal con células Iba-1 para cada uno de los grupos
experimentales.
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Se cuantificé el marcaje con Iba-1 en el talamo dorsal en 74 animales. Se detectaron 6 sujetos
outliers en la variable ratio del porcentaje de 4rea marcada (2 TBl-early, 1 TBI-late, 1 Pre-TBI-
early, 2 Pre-TBl-late) y 3 en la variable ratio de la intensidad media de marcaje (1 Sham, 1

TBI-late, 1 Pre-TBI-early) que fueron eliminados de los andlisis correspondientes.

Ratio interhemisférica del porcentaje de area ocupada con marcaje lba-1en tdlamo dorsal
Las pruebas t de Student para una muestra indicaron que la ratio era significativamente
diferente del valor de referencia (100) en todos los grupos con lesion: TBI [tug= 10.9; p<0.001],
Pre-TBI [tay= 7.370; p<0.001], TBIl-early [tg=19.60; p<0.001], TBI-late [t7=3.35; p=0.012],
Pre-TBl-early [tg=11.90; p<0.001] y Pre-TBl-late [t7=15.60; p<0.001], mientras que no diferia
en el grupo Sham (Figura 43).
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Figura 43. Media +SEM de la ratio interhemisférica del porcentaje del area ocupada por marcaje de Iba-1 en tdlamo
dorsal. *Diferencias respecto a 100 en la prueba t de Student para una muestra (p<0.05). ANOVA: +Diferencias
respecto a Sham (p<0.05); "Diferencias respecto al grupo TBI-late (p<0.05); **Diferencias respecto a Pre-TBI
(p<0.05). (Sham, n=11; TBI, n=11; Pre-TBI, n=12; TBI-early, n=9; TBI-late, n=8; Pre-TBl-early, n=9; Pre-TBlI-late,
n==8).

Un ANOVA indicO que el factor grupo era estadisticamente significativo [Feen= 30.90;
p<0.001]. Las pruebas post hoc de Tukey mostraron que todos los grupos menos el TBI-late
tenian un valor superior al grupo Sham (TBI p<0.001, Pre-TBI p<0.001, TBl-early p<0.001,
Pre-TBl-early p<0.001 y Pre-TBI-late p<0.001, respectivamente). El grupo TBI-late mostré
diferencias similares con todos los grupos a excepcion del grupo Pre-TBI (TBI p<0.001, TBI-

early p<0.001, Pre-TBI-early p<0.001 y Pre-TBI-late p<0.001, respectivamente). Finalmente,
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el grupo Pre-TBI mostr6 valores inferiores a los grupos TBI (p=0.034), TBIl-early (p<0.001),
Pre-TBl-early (p=0.035) y Pre-TBI-late (p=0.006).

Ratio interhemisférica de la intensidad media del marcaje con Iba-1 en tdlamo dorsal
Las pruebas t de Student para una muestra indicaron una intensidad media de marcaje mayor
en el tdlamo ipsilateral en comparacion al contralateral en los grupos: TBI [tug= 7.140;
p<0.001], Pre-TBI [t11)=5.970; p<0.001], TBIl-early [t10=8.660; p<0.001], TBI-late [t7)=3.150;
p=0.016], Pre-TBI-early [te=12.200; p<0.001] y, Pre-TBI-late [t=5.410; p<0.001], pero no en
el grupo Sham (Figura 44).
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Figura 44. Media +SEM de la ratio interhemisférica de la intensidad media de marcaje Iba-1 en tdlamo dorsal.
*Diferencias respecto a 100 en la prueba t de Student para una muestra (p<0.05). ANOVA: +Diferencias respecto
a Sham (p<0.05); "Diferencias respecto al grupo TBI-late (p<0.05). (Sham, n=10; TBI, n=11; Pre-TBI, n=12; TBI-
early, n=11; TBI-late, n=8; Pre-TBI-early, n=9; Pre-TBI-late, n=10).

Los resultados obtenidos en un ANOVA Welch mostraron que el factor grupo fue
estadisticamente significativo [Fe26= 39.40; p<0.001]. Las pruebas post hoc de Games-
Howell indicaron que la ratio interhemisférica de todos los grupos, menos del TBI-late, tenia
un valor superior a la del grupo Sham (TBI p<0.001, Pre-TBI p<0.001, TBI-early p<0.001, Pre-
TBl-early p<0.001 y Pre-TBI-late p=0.004, respectivamente). Ademds, los grupos con
tratamiento post lesién de inicio temprano presentaban valores superiores al grupo TBI-late

(TBI-early p=0.02 y Pre-TBl-early p=0.03, respectivamente).

Por tanto, los resultados de las dos variables estudiadas indican que nuestro modelo de TBI
genera un aumento de la reactividad microglial en el tAlamo dorsal del hemisferio ipsilateral a

la lesion, en comparacion al hemisferio contralateral. Solo el tratamiento con ejercicio
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postlesion de inicio demorado y sin entrenamiento previo al traumatismo consiguié revertir

este efecto.

7.5

Efectos del traumatismo

Controlled cortical
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Tabla 2. Resumen de los principales resultados. +, ++ y +++ indican magnitud del efecto.

92









DISCUSION







8. DISCUSION

El presente estudio es el Unico trabajo hasta la fecha que conozcamos, que ha evaluado la
demora de inicio del tratamiento con ejercicio y su interaccion con el entrenamiento previo a

un TBI sobre la funcién cognitiva, la neuroproteccion y la respuesta inflamatoria.
Los principales hallazgos de este trabajo pusieron de manifiesto que:

El TBI causé un déficit de memoria en la MRO, tanto a corto (3 h) como a largo (24 h) plazo
evaluada 2 semanas después del traumatismo. Este deterioro cognitivo se acompafié de
diferentes cambios histol6gicos. Primeramente, se observl una importante pérdida de tejido
en la corteza parietal ademas de la deformacién de estructuras adyacentes, en nuestro caso
el hipocampo. Por otro lado, se observaron diversos cambios (principalmente asociados al
dafio secundario) que afectaron sobre todo al hemisferio ipsilateral al traumatismo, como la
reduccién del volumen del hipocampo dorsal, la pérdida de densidad neuronal tanto en el hilus
del GD como en la PRhc, y la exacerbacion de la respuesta inflamatoria en el hipocampo vy el

talamo dorsal.

Todos los grupos de ejercicio fisico, a excepcién del grupo con ejercicio posterior temprano
(24 h), fueron capaces de reducir los déficits de memoria a las 24 h, y, por tanto, fueron
capaces de recordar el objeto familiar. Ademas, los animales asignados a las pautas de
ejercicio demorado (6 dias), tanto de ejercicio cOmo sin ejercicio previo, revirtieron los déficits
de memoria en la retencién a las 24 h, ya que su indice de discriminacion fue superior al del
grupo lesionado sedentario e igual al del grupo Sham. En la primera retencién (3 h) solo los
grupos con entrenamiento previo y tratamiento combinado temprano lograron reducir los
déficits. Por tanto, la demora de inicio del tratamiento y su interaccion con el entrenamiento

previo son parametros clave en los efectos del ejercicio fisico sobre los déficits de memoria.

En cuanto a los cambios histol6gicos producidos por las diferentes pautas de entrenamiento,
el ejercicio previo redujo la muerte neuronal y la respuesta inflamatoria en el hipocampo v,
probablemente por ello, disminuyd los déficits de memoria asociados al traumatismo. Por otro
lado, la importancia del momento de inicio del tratamiento tras el traumatismo queda patente,
ya que solo el grupo que inicié el ejercicio demorado redujo la pérdida de volumen del
hipocampo ipsilateral, revirti6 la pérdida de neuronas maduras en el hilus de GD del
hipocampo y en la PRhc, y revirtié la respuesta inflamatoria en el hipocampo y la redujo en el
talamo. Estos efectos no se observaron en el grupo de inicio temprano. Los tratamientos
combinados con ejercicio previo y posterior al traumatismo, no tuvieron los resultados
esperados. Por un lado, el grupo de tratamiento combinado con inicio temprano, a pesar de

mostrar una reduccion de los déficits de memoria, no presento el efecto neuroprotector del
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entrenamiento previo, mostrando en todas las variables histolégicas analizadas unos valores
similares a los grupos sedentario y de ejercicio temprano aislado. Por otro lado, si bien el
tratamiento combinado de inicio demorado mantuvo la reversion de los déficits de memoria,
su efecto neuroprotector fue significativamente inferior al de su grupo homélogo sin

entrenamiento previo.

8.1 Efectos del TBI

En este estudio hemos constatado que el dafio cerebral producido por un CCI genera déficits
de memoria en la tarea de reconocimiento de objetos, tanto a las 3 h como a las 24 h de la
adquisicion. Asi, a diferencia del grupo Sham, los animales del grupo TBI exploraron por igual
el objeto nuevo y el familiar, indicando una falta de recuerdo del objeto presentado durante la
adquisicion. Estos resultados no parecen explicarse por cambios en las fases de habituacion,
neofobia o adquisicidn, puesto que no existen diferencias en estas variables respecto al grupo
Sham. Déficits de memoria asociados a un TBI en la tarea de MRO y en otras tareas han sido
descritos con anterioridad (Donkin et al., 2011; Griesbach et al., 2004; Griffin et al., 2011; Itoh
et al., 2011). El déficit de memoria en la sesion de retencién a las 24 h ha sido observado de
forma consistente en experimentos anteriores en nuestro laboratorio (Amorés-Aguilar et al.,
2015, 2020; Lorén-Sanchez et al., 2016). En cambio, el efecto del TBI sobre la retencién a las
3 h no siempre ha sido hallado. Asi, hemos observado tanto déficits similares a los del
presente experimento (Amords-Aguilar et al., 2020), como déficits mayores (Jacotte-Simancas
et al., 2015; Lor6n-Sanchez et al., 2016) o ausencia de los mismos (Amorés-Aguilar et al.,
2015). Estas discrepancias entre experimentos podrian ser debidas a pequefas diferencias
en la extension de la lesién o a diferencias en el disefio experimental concreto, como la

demora entre la lesion y la MRO.

Este tipo de traumatismos genera un dafo focalizado como consecuencia del impacto sobre
la duramadre, produciendo una cavidad lesional, deformacién de las estructuras adyacentes
y muerte neuronal que puede llegar a extenderse a zonas mas alejadas. En el presente
trabajo, hemos podido comprobar como el traumatismo ha afectado al hipocampo del
hemisferio ipsilateral. En concreto, las tinciones con violeta de cresilo mostraron que la ratio
interhemisférica del volumen hipocampal de los animales sedentarios con lesion era inferior a
100 y significativamente inferior a la grupo Sham, indicando una considerable reduccién del
volumen del hipocampo dorsal ipsilateral, en comparacion al contralateral. Estos resultados
eran esperados y concuerdan con los obtenidos en experimentos previos en nuestro
laboratorio con el mismo modelo de TBI y con demoras de 19 (Amorés-Aguilar et al., 2015),
25 (Jacotte-Simancas et al., 2015), 43 (Amordés-Aguilar et al., 2015) o 53 dias (Amorés-Aguilar

et al.,, 2020), entre la lesién y la evaluacion histologica. Nuestros resultados también
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concuerdan con los obtenidos en otros laboratorios utilizando también el modelo de CCI
(Byrnes et al., 2012; Itoh et al., 2011; Karelina et al., 2021; Piao et al., 2013)

En cuanto a la pérdida neuronal, los animales del grupo TBI mostraron una ratio
interhemisférica de la densidad neuronal inferior a 100 y diferente a la de los animales del
grupo Sham, tanto en la PRhc como en el hilus del GD del hipocampo. Estos resultados
indican que hubo una disminucién de la densidad neuronal en dichas estructuras en el
hemisferio ipsilateral al impacto en comparacion al contralateral. A pesar de que el dafio
primario producido por el traumatismo puede ser el responsable de una parte de la muerte
neuronal producida en el hipocampo, ya que el traumatismo se realizaba en la corteza
adyacente a esta estructura, probablemente el dafio secundario seria el principal responsable
de la disminucién en la densidad neuronal en el hipocampo y la PRhc del hemisferio ipsilateral.
Otros laboratorios también han reportado disminuciones neuronales en diversas regiones
cerebrales tras un TBI (Gu et al., 2014, Itoh et al., 2011; Piao et al., 2013). La pérdida neuronal
observada en la PRhc concuerda con la descrita previamente en nuestro laboratorio (Jacotte-
Simancas et al., 2015) y podria relacionarse con la falta de recuerdo a las 3 h, ya que se ha
propuesto que esta estructura estaria mas relacionada con el reconocimiento de la
familiaridad de un objeto presentado previamente que con la consolidacién de la memoria a
largo plazo (Kealy & Commins, 2011). La pérdida neuronal en el hipocampo es consistente
con resultados previos de nuestro laboratorio (Amorés-Aguilar et al., 2020; Jacotte-Simancas
et al., 2015) y podria estar especialmente relacionada con el déficit de memoria a las 24 h, ya
gue hay datos que indican que la implicacion de esta estructura en la MRO es mayor en
intervalos de retencion largos (Clark et al., 2000; Hammond et al., 2004) o cuando la prueba
implica un mayor componente espacial (Clark & Martin, 2005; Warburton & Brown, 2015). En
nuestro trabajo la retencion a las 24 h tiene un mayor componente espacial que el test a las 3

h ya que la localizacién del objeto familiar cambia entre el primer y el segundo test.

El estudio de la activacion microglial mediante el marcaje de Iba-1 nos ha permitido comprobar
que nuestro modelo de CCI genera un aumento de la actividad microglial, tanto en el
hipocampo como en el talamo dorsal. Los resultados pusieron de manifiesto que los animales
lesionados sedentarios mostraron un mayor porcentaje de area marcada y una mayor
intensidad de marcaje en el hemisferio ipsilateral al traumatismo en comparacion al
contralateral. Por tanto, el TBI generé una potente respuesta de inflamacion en ambas

estructuras.

La respuesta inflamatoria en el hipocampo dorsal concuerda con trabajos propios previos
donde se observo un incremento de la actividad microglial con presencia de focos muy densos

de microglia activada 7 semanas después de un CCl (Amorés-Aguilar et al., 2020)(Amoroés-
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Aguilar et al., 2020). Ademas, también concuerda con estudios de otros investigadores con
demoras menores entre el traumatismo y la evaluacién histolégica, en concreto 2 (Crane et
al., 2012) o 3 semanas post-TBI (Karelina et al., 2021). Sin embargo, no siempre se ha descrito
un incremento de la inflamacién en el GD del hipocampo tras un TBI. Por ejemplo, (Acosta,
Tajiri, et al., 2013) observaron activaciébn microglial en diferentes regiones de la sustancia
blancay gris, pero no en el hipocampo. Este hecho podria ser debido a importantes diferencias
en los parametros utilizados para generar el traumatismo, puesto que en este Ultimo trabajo
el impacto se realizaba mas anterior y medial y alcanzando menor profundidad que en nuestro

caso.

El aumento de activacion microglial en el tAlamo dorsal coincide tanto con los resultados de
nuestro (Vivanco-Céardenas et al., 2019) como de otros laboratorios. Asi, se ha descrito que
la respuesta inflamatoria en el tdlamo tras un dafio cerebral traumatico aparece desde el
periodo agudo (6-24 h) y se sigue observando a los 7 (Simon et al., 2018) y a los 28 dias tras
el traumatismo (Kelley et al., 2007). Probablemente, esta afectacion taldmica no es
consecuencia directa del impacto sino de la disrupcién de la conectividad con otras regiones
directamente lesionadas como la corteza parietal (Glushakov et al., 2018; Holden et al., 2021).

En resumen, nuestro modelo de CCI genera una importante respuesta inflamatoria y muerte
neuronal tanto en regiones cercanas al punto de impacto como en estructuras mas alejadas.
Estas alteraciones histolégicas en regiones relacionadas con la MRO podrian explicar los
déficits observados en la memoria a corto y a largo plazo.

8.2  Efecto del Ejercicio Previo al TBI

Los resultados del presente estudio muestran que 18 dias de ejercicio fisico realizado
previamente a un dafio cerebral traumatico reducen los déficits asociados al TBI en la memoria
a corto y a largo plazo de la prueba de reconocimiento de objetos. Sin embargo, en el test
realizado 3 h después de la adquisicion, el valor del indice de discriminacién del grupo Pre-
TBI es muy similar al del grupo TBI y es posible que la diferencia en la significacién estadistica
respecto al valor de referencia se deba a una menor dispersion de los datos en el grupo con
ejercicio. Esta reduccion de los déficits de memoria no parece estar relacionada con cambios
en la exploracion en las fases de habituacion, neofobia o adquisicion. Resultados similares
han sido descritos con anterioridad utilizando diferentes tareas, incluida la MRO, tanto con
ejercicio fisico voluntario como forzado (Fiorin et al., 2016; Gu et al., 2014; Soltani et al., 2020;
Taylor et al., 2015; Zhao et al., 2015).

A nivel histolégico, el ejercicio previo al traumatismo no modificé la reduccion en el volumen

hipocampal producida por el TBI, ya que la ratio interhemisférica fue inferior al valor de
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referencia y a la del grupo Sham. Sin embargo, si que disminuy6 parcialmente la pérdida de
la densidad neuronal en el hilus del GD ipsilateral, ya que a pesar de que la ratio
interhemisférica del grupo Pre-TBI fue inferior al valor de referencia, no se diferencié del grupo
Sham, a diferencia del grupo TBI. Estos cambios no se observaron en la PRhc. Los resultados
obtenidos sugieren que el ejercicio previo puede tener, al menos en parte, un efecto
neuroprotector. Este efecto ha sido descrito previamente en modelos de TBI, si bien en su
mayoria se ha estudiado en los primeros dias tras el dafio (Chio et al., 2017; Soltani et al.,
2020; Zhao et al., 2015). En el Unico trabajo que se ha evaluado a largo plazo (15 dias después
del traumatismo) el efecto del ejercicio voluntario previo al traumatismo sobre la muerte
neuronal asociada al TBI, se observé una reduccion de la pérdida de neuronas maduras en la
corteza cerebral (Gu et al., 2014). Este efecto neuroprotector del ejercicio también ha sido
descrito en modelos de dafio cerebral adquirido como la isquemia (He et al., 2014; Otsuka et
al., 2019, 2021; Terashi et al., 2019).

En relacion a la activacion microglial, los resultados obtenidos en el hipocampo son similares
a los descritos respecto a la densidad neuronal en el hilus del GD. Los animales del grupo
Pre-TBI mostraron una ratio interhemisférica, tanto en porcentaje de area marcada como en
intensidad de marcaje, superior al valor de referencia, pero a diferencia de los sujetos del
grupo TBI, sin diferenciarse de los valores del grupo Sham. En cambio, en el talamo dorsal
los sujetos del grupo Pre-TBI mostraron un aumento de la activacion microglial similar a la de
los animales con lesion y sin ejercicio. La reduccién de la activacion microglial observada en
el hipocampo puede ser interpretada como una disminucion de la respuesta neuroinflamatoria
y/o como un efecto antiinflamatorio del tratamiento pretraumatico. En este sentido, diversos
trabajos con ejercicio forzado previo al traumatismo han descrito una reduccién en diversas
citoquinas y factores proinflamatorios y un aumento de factores antiinflamatorios (Chio et al.,
2017; Fiorin et al., 2016; Soltani et al., 2020). Sin embargo, en estos trabajos el efecto del
ejercicio ha sido evaluado en fase aguda tras el traumatismo (entre 1 y 3 dias). En el Unico
trabajo en el que se ha estudiado a largo plazo el efecto del ejercicio voluntario sobre la
activacion microglial asociada a un TBI, se observé una reduccion en el nimero de células de
microglia en estado activo en la corteza ipsilateral a la lesién (Zhao et al., 2015). Similares
resultados han sido proporcionados en trabajos con dafio isquémico (Ding et al., 2006) o dafio

cerebral hemorragico (Otsuka et al., 2021).

Por tanto, el ejercicio previo reduce la muerte neuronal y la respuesta inflamatoria en el
hipocampo y, probablemente por ello, disminuye los déficits de memoria asociados al
traumatismo. Sin embargo, este efecto neuroprotector no se observa en estructuras mas
alejadas de la zona impactada, como la PRhc y el talamo. Si bien es posible que estas

diferencias se deban a la distancia respecto al punto de impacto, también es posible que se
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deban al hecho de que el hipocampo es la estructura mas sensible a los efectos del ejercicio
fisico (Hamilton & Rhodes, 2015).

8.3  Efecto del Ejercicio Posterior al TBI (Inicio Temprano vs Demorado)

Los resultados del presente estudio muestran que el ejercicio fisico tras un TBI puede ser
beneficioso para reducir los déficits cognitivos asociados solo cuando existe una cierta demora
entre el traumatismo y el inicio del tratamiento. En este sentido, el grupo que inici6 el
tratamiento de forma temprana (a las 24 h) mostr6 una ejecucion en la tarea de MRO similar
a la del grupo lesionado sin ejercicio, es decir, no mostro recuerdo ni alas 3 h nialas 24 h de
la adquisicién. En cambio, el grupo con inicio demorado (6 dias), si bien en la prueba de
memoria a corto plazo mostré una ejecucion similar a la del grupo TBI, en la prueba de
memoria a largo plazo mostré un recuerdo significativo del objeto familiar y superior al del
grupo sedentario. Este efecto beneficioso sobre la memoria en la segunda retencién de la
MRO se ha observado de forma consistente en experimentos previos en nuestro laboratorio
con el mismo modelo de TBI y con demoras de 4 dias (Amorés-Aguilar et al., 2020; Jacotte-
Simancas et al., 2015), 11 dias (Martinez-Drudis et al., 2021) o0 4 semanas después del TBI
(Amoros-Aguilar et al., 2020). El efecto del tratamiento demorado no puede explicarse por
cambios en la actividad locomotora durante las sesiones de habituacién, en la conducta en la
sesién de neofobia, ni en la cantidad de exploracion de los objetos en la sesion de adquisicion.
En cambio, en los animales del grupo con ejercicio temprano se observé un menor tiempo,
pero no latencia, de exploracién en la sesién de neofobia y un menor tiempo de exploracién
de los objetos durante la adquisicion respecto al grupo Sham, pero no respecto al grupo TBI.
Podria pensarse que la cantidad de exploracion de los objetos en la adquisicién de los sujetos
del grupo TBI-early no es suficiente para poder reconocer el objeto familiar en las sesiones de
retencién. Sin embargo, el grupo Pre-TBI-early que muestra valores de exploracion similares,
tiene un buen recuerdo en ambas sesiones de retenciéon. Ademas, en trabajos anteriores
hemos podido comprobar que con tiempos de exploracion mucho menores a los mostrados
por el grupo TBI-early, es posible una buena ejecucion durante las pruebas de retencion

(Amords-Aguilar et al., 2020; Jacotte-Simancas et al., 2015; Martinez-Drudis et al., 2021).

En cuanto al estudio histolégico en el hipocampo, los animales del grupo TBIl-early mostraron
una disminucion similar a la de los del grupo TBI, tanto de la ratio interhemisférica del volumen
hipocampal como de la densidad de neuronas Neun® en el hilus. Es decir, el hipocampo
ipsilateral mostraba un menor volumen que el contralateral y una menor densidad neuronal.
En el grupo TBI-late se observo también una pérdida de tejido hipocampal ipsilateral, aunque
menor que la de los grupos de inicio temprano y TBI sedentario. Ademas, no se diferencié de

la ratio del grupo Sham. En cuanto a la densidad neuronal en el hipocampo, el grupo TBI-late
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tuvo valores iguales al valor de referencia y al grupo Sham, y superiores al grupo TBl-early.
Es decir, los sujetos con ejercicio demorado sufrieron una pérdida de tejido en el hipocampo
ipsilateral, pero el tejido conservado mantuvo una densidad neuronal similar a la del grupo
Sham. La evaluacion de la densidad neuronal en la PRhc puso de manifiesto que el
tratamiento de inicio temprano no tuvo ningun efecto sobre la reduccion asociada al
traumatismo. En cambio, el tratamiento demorado revirtié nuevamente la pérdida neuronal, ya
que la densidad neuronal del hemisferio ipsilateral fue similar a la del contralateral y la ratio
interhemisférica no difirié de la del grupo Sham y fue superior a la de los grupos TBI y TBI-

early.

Resultados similares a los del estudio de la densidad neuronal fueron obtenidos en el analisis
de la activacién microglial. En este sentido, el tratamiento demorado revirti6 completamente
el aumento de activacion observado en el hipocampo tras el traumatismo, con ratios
interhemisféricas iguales al valor de referencia e inferiores a las de los grupos TBI y TBI-early,
pero no a las del grupo Sham. En el talamo, el efecto también fue beneficioso, pero algo menor
ya que el grupo TBI-late mostré niveles de activacion microglial superiores en el hemisferio
ipsilateral respecto al contralateral, aunque sin llegar a diferenciarse ni del grupo Sham ni del
grupo TBI en la intensidad de marcaje, y solo se diferencié del grupo TBI en el porcentaje de
area con marcaje Iba-1. Por el contrario, cuando el tratamiento se inicié de forma temprana
no se detectaron cambios respecto al grupo TBI en ninguna de las variables estudiadas ni en

el hilus del GD ni en la parte dorsal del talamo.

Los resultados obtenidos confirman, en su mayor parte, resultados previos respecto a los
efectos beneficiosos del ejercicio como tratamiento tras un TBI, cuando su inicio es demorado
(Amords-Aguilar et al., 2020; Griesbach et al., 2004; Jacotte-Simancas et al., 2015; Karelina
et al., 2021; Ko et al., 2018; Martinez-Drudis et al., 2021). Por otra parte, ponen de manifiesto
la importancia del momento de inicio de este tratamiento tal como habiamos expuesto en
nuestro planteamiento. A diferencia de lo que podria haberse esperado segun la literatura
previa (Griesbach et al., 2004), el ejercicio iniciado de forma temprana tras el traumatismo no
agravo los déficits asociados al TBI. Estas diferencias en los resultados en funcion de la
demora de inicio del tratamiento no parecen explicarse por diferencias en el volumen de
ejercicio fisico durante los primeros dias de ejercicio o durante los dias de la evaluacién

cognitiva.

El tiempo de demora entre la lesion y el inicio del tratamiento con ejercicio fisico ha sido poco
estudiado, probablemente por la imposibilidad de igualar todas las variables temporales que
influyen en los efectos del ejercicio. Asi, si el tratamiento se inicia con diferentes demoras y

se iguala su duracion, forzosamente la evaluacién cognitiva debe realizarse en momentos
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diferentes tras el traumatismo (Griesbach et al., 2004). En cambio, si el tratamiento se inicia
con diferentes demoras y se iguala tanto el momento de evaluacién como la duracion del
tratamiento, debe introducirse una pausa sin ejercicio (Piao et al., 2013). Estos disefios
implican, respectivamente, que se esta realizando la evaluacion en momentos distintos de la
evolucién del dafio secundario, 0 que existe una diferencia temporal importante entre la
finalizacion del ejercicio y la evaluacion cognitiva. En nuestro caso, el disefio no introduce
ninguna interrupcion en el tratamiento y las pruebas cognitivas se realizan en el mismo
momento postlesion, pero esto implica una diferencia en la duracion del tratamiento, de forma
similar al trabajo de Chen et al (2013) con ejercicio forzado. Por todo ello, los resultados de
los diferentes trabajos son dificiles de comparar. A pesar de estas diferencias, nuestros
resultados son similares a los obtenidos en un estudio de Griesbach et al. (2004) en el que se
comparo el efecto de 7 dias de ejercicio voluntario iniciado el mismo dia del traumatismo o
iniciado con una demora de 14 dias. También existe cierta coincidencia con el trabajo de Piao
et al. (2013) en el que el tratamiento iniciado con una mayor demora (5 semanas) tuvo mas
efecto beneficioso sobre el aprendizaje que el iniciado con una menor demora (1 semana).
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que en este Ultimo trabajo hubo un periodo de 38 dias
sin ejercicio fisico entre el final del tratamiento iniciado 1 semana post-TBI y las pruebas
conductuales. En cambio, nuestros resultados no coinciden con los de Chen et al (2013) a
pesar de que los aspectos temporales de su disefio experimental son similares a los nuestros.
En este estudio, el inicio temprano (2 dias postraumatismo) del ejercicio fisico supuso una
mejora de la MRO, pero no el inicio demorado (9 dias). Estas diferencias podrian estar
relacionadas tanto con diferencias en el modelo de TBI (impacto cortical controlado vs impacto
sobre el craneo), como con la especie animal (rata vs ratén) y el tipo de ejercicio fisico

(voluntario vs forzado).

Por tanto, el ejercicio posterior de inicio demorado, pero no de inicio temprano, ha tenido un
efecto neuroprotector y antiinflamatorio y, probablemente por ello, ha disminuido los déficits

de memoria asociados al traumatismo.

8.4 Interaccidn entre Ejercicio Previo y Demora de Inicio del Tratamiento

Hasta el momento hemos discutido el efecto protector del ejercicio previo al traumatismo y la
importancia de la demora cuando el tratamiento se realiza a posteriori. En este apartado,
analizaremos como se modifica el efecto del ejercicio fisico posterior al impacto en funcion de

si se ha realizado o0 no entrenamiento previamente.

¢ Puede el entrenamiento previo modificar el efecto del tratamiento posterior al traumatismo?

Los resultados del grupo Pre-TBI-early respecto a la MRO indican un buen recuerdo del objeto
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familiar en la primera sesion de retencién, que se mantiene en la retencion a largo plazo. Asi
pues, mientras que el tratamiento con inicio temprano y sin ejercicio previo no supuso ningun
beneficio en los déficits de memoria, cuando el tratamiento lo realizan sujetos entrenados
previamente al traumatismo, supone una mejora en la cognicién tanto a corto como a largo
plazo. Es decir, el hecho de hacer ejercicio previo modifica el efecto del tratamiento posterior
de inicio temprano. Esta mejora en el rendimiento se observa incluso a pesar de que el tiempo
de exploracién en la sesion de adquisicion fue inferior a la de los grupos Sham y TBI. Esta
disminucion en la exploracion es comun a los dos grupos con tratamiento de inicio temprano
y, por tanto, no puede explicar las diferencias en la memoria. En cuanto al andlisis histolégico,
no parece que la combinacién de ejercicio previo y posterior temprano suponga ninguna
ventaja respecto al tratamiento posterior solo. Asi, igual que en los grupos TBI y TBl-early, el
volumen del hipocampo y la densidad neuronal en el hilus del GD y de la PRhc son menores
en el hemisferio ipsilateral respecto al contralateral y la activacion microglial es mayor tanto
en el hipocampo como en el tdlamo dorsal. Ademas, en comparacion con el grupo Pre-TBI, el
grupo Pre-TBIl-early mostr6 una menor ratio interhemisférica de células NeuN* en el hilus del

GD y del porcentaje de area marcada con Iba-1 en el talamo dorsal.

Los resultados del grupo Pre-TBI-late respecto a la MRO son parecidos a los del grupo TBI-
late ya que ambos grupos muestran un buen recuerdo del objeto familiar en la segunda sesion
de retencion y superior al mostrado por el grupo TBI. Es decir, en este caso, el tratamiento
previo no modifico el efecto del tratamiento posterior de inicio demorado. Como en el caso del
efecto en el grupo TBI-late, la mejora en la retencién no es atribuible a cambios en las sesiones
de habituacion, neofobia o adquisicion. En cuanto al andlisis histoldgico, todas las variables
estudiadas presentan, en mayor o menor medida, peores resultados que los del grupo TBI-
late. Asi, el tratamiento combinado no tuvo ningun efecto sobre la pérdida de volumen
hipocampal generada por el TBI, redujo el efecto positivo del tratamiento demorado sobre la
densidad neuronal en el hilus del GD (valor inferior al valor de referencia) y en la PRhc (valores
intermedios entre el grupo Sham y TBI), y practicamente anulé el efecto antiinflamatorio en el
hipocampo y en el talamo dorsal del tratamiento posterior al traumatismo aislado (valores
superiores a los de referencia y a los del grupo TBI-late en todas las variables, si bien en el

hipocampo no fue superior a los grupo Sham).

En la busqueda bibliogréafica solo hemos encontrado un trabajo en el que se evalle el efecto
de la combinacién de ejercicio fisico forzado previo y de inicio temprano después de un TBI
(Rafie et al., 2022). Los resultados de este trabajo sugieren que tanto el tratamiento temprano
como su combinacion con entrenamiento previo disminuyen la inflamacion y mejoran la

capacidad antioxidante total. Sin embargo, la descripcion metodoldgica no deja claro el
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momento de evaluacion de estos parametros en los grupos sedentarios y, por tanto, es dificil

extraer conclusiones y poder compararlo con nuestro trabajo.

Nuestros resultados indican que el ejercicio previo al traumatismo si que modifica los efectos
del tratamiento post-TBI, tanto de inicio temprano como demorado. Sin embargo, esta
influencia parece ser distinta en funcion de las variables estudiadas. En cuanto a la MRO, el
entrenamiento previo tiene un gran impacto en el efecto del tratamiento temprano ya que el
tratamiento combinado mejora la ejecucion de la tarea en las dos sesiones de retencién. En
cambio, no modifica el efecto beneficioso del tratamiento de inicio demorado.
Sorprendentemente, estos efectos conductuales no se acompafian de cambios similares en
las variables histologicas. En este caso, el tratamiento previo no modificé la pérdida neuronal
ni la activacion microglial observada en los sujetos del grupo TBI-early, pero si que empeoré

estas variables en el caso del ejercicio demorado.

8.5 ¢Efectos Neuroprotectores o Neuroreparadores?

En nuestro experimento, el tratamiento de inicio temprano supuso un deterioro cognitivo y del
tejido similares a las del grupo lesionado y sedentario, mientras que el tratamiento de inicio
demorado disminuy6 el dafio secundario asociado al traumatismo y mejoré el rendimiento en
las pruebas de memoria. Por tanto, nuestros resultados apoyan la idea de que es necesaria
una cierta demora entre el traumatismo y el inicio del tratamiento con ejercicio fisico para
poder obtener un efecto beneficioso. Como ya hemos comentado en el marco teorico,
probablemente esto se debe a que la demanda metabdlica que comporta el ejercicio fisico
agrava la crisis energética asociada al TBI, especialmente durante las primeras horas o dias

tras el traumatismo.

Nuestra hipotesis de partida suponia que el ejercicio previo a un traumatismo reduciria el
impacto metabdlico del TBI y, con ello, podria permitir avanzar el inicio del tratamiento
postlesion para aprovechar el efecto neuroprotector del tratamiento desde una fase temprana,
disminuyendo el dafio secundario y mejorando la recuperacién cognitiva. Ademas, en el caso
del tratamiento demorado, estos beneficios en los primeros momentos tras el traumatismo
podrian sumarse a la neuroproteccion ofrecida por el tratamiento posterior, potenciando los
efectos sobre la cognicidén. De acuerdo con esta idea, el tratamiento previo ha tenido un ligero
efecto neuroprotector en el hipocampo que podria estar relacionado con el efecto beneficioso
observado en las pruebas de memoria. Sin embargo, los resultados obtenidos en los grupos
de tratamiento combinado, pre y postratamiento, parecen contradecir parcialmente nuestra
hipotesis inicial ya que, si bien los resultados cognitivos si son los esperados, no lo son los

cambios a nivel histoldgico. Es posible que, tal como sugiere la bibliografia existente (Fiorin
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et al., 2016; Mota et al., 2012; Soltani et al., 2020; Z. Zhao et al., 2015), el ejercicio previo
haya disminuido el impacto metabdlico generado por el TBIl. Pero, ademas, este
entrenamiento previo ha supuesto un incremento significativo, respecto a su respectivo
tratamiento post aislado, del nivel de ejercicio (distancia recorrida y tiempo de ejercicio)
durante los primeros dias de ejercicio fisico después de la lesién. Por tanto, aunque el ejercicio
previo haya reducido el impacto metabdlico del TBI, parece razonable pensar que el
incremento significativo en los niveles de ejercicio haya aumentado de manera importante la
demanda metabdlica asociada al tratamiento. Este desequilibrio entre la reduccién del impacto
de los cambios metabdlicos generados por el TBI y el incremento de la demanda por parte del
ejercicio seria mas grave en los primeros momentos tras el TBI e iria disminuyendo a medida
que aumenta la demora entre el traumatismo y el inicio del ejercicio. Probablemente por esta
razon, el grupo Pre-TBI-late present6é una neuroproteccién intermedia entre el grupo Pre-TBI-
early y TBI-late. Por tanto, puesto que en el presente trabajo los dos tratamientos combinados
tuvieron un efecto beneficioso sobre la MRO que no puede ser explicado por un aumento del
efecto neuroprotector respecto al tratamiento postlesion aislado, es plausible pensar que este

beneficio se debe a otros mecanismos neurales.

Los efectos beneficiosos de un tratamiento tras un TBI se pueden explicar por la disminucion
del dafio secundario (neuroproteccion) y/o por la potenciacion de mecanismos
compensatorios (neuroreparacion). Trabajos previos han puesto de manifiesto que el efecto
del ejercicio fisico tras un TBI activa ambos procesos. En concreto, en nuestro laboratorio
hemos podido observar un efecto neuroprotector evidenciado por una disminucion de la
muerte neuronal y un efecto neuroreparador asociado a un aumento de la neurogénesis
(Amords-Aguilar et al., 2020; Jacotte-Simancas et al., 2015) y de neurotrofinas como el BDNF
(Martinez-Drudis et al.,, 2021). ¢Podria este mecanismo neuroreparador explicar los
resultados beneficiosos de los grupos con ejercicio previo y posterior al traumatismo? Para
contestar a esta pregunta debemos tener en cuenta que, a pesar de que el ejercicio fisico
puede parecer un tratamiento relativamente simple, existe una gran cantidad de parametros
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 duracién, la intensidad y el volumen del ejercicio, etc. En nuestro
experimento, una diferencia clara entre los grupos de tratamiento combinado con los que solo
tienen ejercicio postlesion es el volumen de ejercicio durante los primeros dias de tratamiento
tras el TBl y, en el caso del grupo Pre-TBI-early, también durante los dias de las pruebas de
MRO. Esta diferencia en el volumen de ejercicio es esperable teniendo en cuenta que el
ejercicio previo a la lesion hace que los sujetos ya estén adaptados a la rueda de actividad y

gue ademas estén fisicamente mas entrenados. Diversos trabajos muestran que existe una
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correlacion positiva entre el volumen de ejercicio fisico voluntario (distancia recorrida) y el
incremento de diversas neurotrofinas y moléculas ligadas a la plasticidad como el BDNF, el
IGF-1, la sinapsina | y la sinaptofisina (Gémez-Pinilla et al., 2002; Griesbach et al., 2007,
Ploughman et al., 2014). Por tanto, es razonable pensar que los grupos de tratamiento
combinado se hayan podido beneficiar de un elevado incremento en los niveles de estas

moléculas, y que este efecto neuroreparador explicara los beneficios en la conducta.

Sin embargo, ¢qué mecanismo podria explicar la reduccién en el efecto neuroprotector
observada en el grupo Pre-TBI-late? Como hemos comentado, es posible que la alta demanda
metabdlica que implica un nivel elevado de ejercicio fisico los primeros dias del tratamiento
haya contrarrestado los efectos metabdlicos del entrenamiento previo. Otra posible
explicacién es que los altos niveles de actividad fisica voluntaria hayan exacerbado la muerte
neuronal. Los niveles altos de BDNF promueven la hiperexcitabilidad neuronal asociada al
glutamato y, al menos en determinadas circunstancias, esto podria aumentar la vulnerabilidad
neuronal, principalmente en el hipocampo (Koh et al., 1995; Koyama et al., 2004; Prehn, 1996;
Ramsden et al., 2003). Esta misma explicacién encajaria con la falta total de neuroproteccion
observada en el grupo Pre-TBI-early que presenta los mayores niveles de ejercicio durante

los primeros dias tras el traumatismo.

El conjunto de resultados son una muestra de la gran complejidad del estudio de los efectos
del ejercicio fisico como tratamiento tras un TBIl. Ademas de la gran cantidad de parametros
que se deben tener en cuenta en este tipo de tratamiento y que aln no estan estandarizados
ni en humanos ni en modelos animales, es posible que algunos de estos parametros influyan

de forma diferencial sobre los mecanismos neuroprotectores y neuroreparadores.
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9. CONCLUSIONES

El modelo de dafio cerebral traumatico utilizado en el presente trabajo (impacto cortical
controlado), induce un déficit de memoria en la tarea de reconocimiento de objetos,
tanto a las 3 h como a las 24 h de la adquisicion. A nivel histolégico, produce una
importante pérdida de tejido en el hipocampo, una reduccién de la densidad neuronal
en el hilus del GD del hipocampo y en la corteza perirhinal, y un aumento de la

activacion microglial en el hipocampo y talamo dorsales.

El entrenamiento previo a la lesion trauméatica reduce los déficits de memoria en ambas
retenciones (3 h'y 24 h tras la adquisicion) en la prueba de reconocimiento de objetos
y tiene un ligero efecto neuroprotector al reducir la muerte neuronal y la activacion

microglial en hipocampo dorsal.

El efecto del ejercicio fisico tras el traumatismo depende de la demora de inicio. Un
inicio temprano (24 h) no supone ningun beneficio, en cambio, el tratamiento iniciado
con una demora de 6 dias revierte el déficit de memoria a largo plazo, reduce la pérdida

de tejido, la disminucién de la densidad neuronal y la activacion microglial.

El entrenamiento previo al traumatismo modifica el efecto del tratamiento con ejercicio
posterior. El ejercicio de inicio temprano (24 h), que no supone un beneficio cuando se
aplica aisladamente, reduce los déficits de memoria a corto y a largo plazo cuando se
aplica en sujetos entrenados previamente, pero no modifica la pérdida neuronal ni la
activacion microglial. En cambio, la combinacion de ejercicio demorado (6 dias) y
entrenamiento previo al traumatismo, no modifica el efecto beneficioso en la memoria,
pero reduce el efecto neuroprotector y antiinflamatorio del tratamiento posterior a la

lesion.
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