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RESUMEN (en espafiol)

Introduccién. - El musculo esquelético de los vertebrados se considera en la actualidad
una fuente de moléculas bioactivas, denominadas colectivamente, miocinas, entre las
que se encuentra el BDNF. Esta molécula pertenece a la familia de los factores de
crecimiento de las neurotrofinas y actla mediante un receptor de transmembrana con
actividad tirosina-quinasa denominado TrkB.

Los niveles plasmaticos y cerebrales de BDNF aumentan con el ejercicio, lo que podria
estimular la renovacion y reparacion del musculo en las situaciones de pérdida de masa
muscular, asi como mejorar los déficits cognitivos de las personas ancianas o con
patologias neurodegenerativas.

Hipdtesis y objetivos. - El musculo esquelético es una fuente de BDNF cuya produccion
se ve potenciada con el ejercicio y es independiente de la inervacién. El objetivo general
del trabajo es contribuir al conocimiento de las neurotrofinas-miocinas musculares, y
los objetivos especificos son: 1.- Determinar si el mulsculo esquelético expresa en gen
del BDNF vy su receptor de alta afinidad TrkB; 2.- Establecer si el musculo esquelético
contiene BDNF y receptor de alta afinidad TrkB y en qué células musculares se localiza;
3.- Analizar si el ejercicio de entrenamiento produce modificaciones en los niveles de
BDNF a nivel de mRNA o de proteina en el musculo esquelético, en plasma y a nivel
cerebral; 4.- Ver si produce las modificaciones en los niveles de BDNF a nivel de mRNA o
de proteina en el musculo esquelético dependen de la inervacion; 5.- Estudiar la
estructura del musculo esquelético de ratones deficientes en BDNF y su receptor de alta
afinidad TrkB.

Material y técnicas. - Se utilizaron ratones machos de diferentes edades (10,40,90 dias;
6y 12 meses), animales sometidos a actividad fisica voluntaria durante 30 dias (edades
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al inicio 12 y 60 dias; 11 meses), animales con denervacién unilateral del musculo
gastronemius durante 10 dias (edades al inicio (30 y 80 dias, y 12 meses) y animales
deficientes en BDNF y TrkB. De todos estos grupos se obtuvieron muestras de musculo,
plasma e hipocampo-cerebro, sobre las que se realizaron las siguientes técnicas: 1.- rt-
PRC para analizar la expresion de los genes de BDNF y TrkB en musculo; 2.- Westernblot
para determinar la presencia de BDNF y TrkB en musculo; 3.- Inmunohistoquimica para
determinar la localizacién celular de TrkB y BDNF en el musculo; 4.- ELISA para
cuantificar BDNF en musculo, plasma vy cerebro; 5.- técnicas estructurales y
ultraestructurales para analizar el musculo de ratones portadores de mutaciones en los
genes de BDNF y TrkB.

Resultados y conclusiones. - Los resultados y las conclusiones mas relevantes del trabajo
han sido: El musculo esquelético del ratdn expresa los dos componentes del sistema de
neurotrofinas BDNF/TrkB a nivel de mRNA y de proteina, y ambos son detectables a la
largo de las diferentes edades analizadas (desde los 10 dias hasta los 12 meses). El
BDNF fue indetectable mediante técnicas de inmunohistoquimica en el musculo
esquelético y el TrkB se localizd en células del aparato nervioso intramuscular. El
entrenamiento, mediante ejercicio voluntario, durante 30 dias produce aumento de los
niveles proteicos de BDNF en musculo, plasma y cerebro, siendo las elevaciones mas
significativas en los animales de mayor edad. Los niveles de BDNF muscular son
regulados al menos en parte por la inervacion, ya que la seccion del nervio isquiatico los
reduce significativamente en el tejido muscular pero no es plasma o cerebro. La
estructura y ultraestructura del musculo esquelético y del aparato nervioso
intramuscular, incluidos los husos neuromusculares, del ratén no se ve afectada por el
déficit de TrkB, mientras que en los animales deficientes en BDNF se las células
musculares son de menor tamafio, la matriz extracelular estd aumentada y muestras
alteraciones mitocondriales.

RESUMEN (en Inglés)

Introduction.- The skeletal muscle of vertebrates is currently regarded a source of
bioactive molecules, collectively called myocines, including BDNF. This molecule belongs
to the family of neurotrophin growth factors and acts throughout a transmembrane
receptor with TrkB tyrosine-kinase activity.

Plasma and brain levels of BDNF increase with exercise, which could stimulate muscle
renewal and repair in muscle loss situations, as well as improve cognitive deficits in
elderly or neurodegenerative pathologies.

Hypothesis and objectives.- The skeletal muscle is a source of BDNF whose production is
enhanced with exercise and is independent of inervation. The overall objective of the
work is to contribute to the knowledge of muscle neurotrophins-myocines, and the
specific objectives are: 1.- Determiate if the skeletal muscle expresses BDNF and its
receptor high afinidd TrkB genes; 2.- Establish whether the skeletal muscle contains
BDNF and TrkB high affinity receptor and in which muscle cells is located; 3.- Analyze
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whether the training exercise produces moficiations in BDNF levels at the mRNA or
protein level in the skeletal muscle, in serum and at the brain level; 4.- Study wether or
not the muscule BDNF, at mRNA or protein level, depend on the inervation; 5.- Study
the structure of the skeletal muscle of mice deficient in BDNF and its receptor of high
affinity TrkB.

Material y técnicas.- We used male mice of different ages (10,40,90 days; 6 and 12
months), animals subjected to voluntary physical activity for 30 days (ages at the
beginning 1st and 60days), animals with unilateral denervation of the gastronemius
muscle for 10 days (ages at onset 30 and 80 days, and 12 months) and animals deficient
in BDNF and TrkB. From all these groups were obtained samples of muscle, plasma and
hyppocampus-brain, on which the following techniques are performed: 1.- rt-PRC to
analyze the expression of the BDNF and TrkB genes in muscle; 2.- Westernblot to
determine the presence of BDNF and TrkB in muscle; 3.- Immunohistochemistry to
determine the cellular location of TrkB and BDNF in muscle; 4.- ELISA to quantify BDNF
in muscle, plasma and brain; 5.- Structural and ultrastructural techniques to analyze the
muscul of mice carrying mutations in the BDNF and TrkB genes.

Results and concluding remarks.- The most relevant results and concludings of the study
were: The skeletal muscle of the mouse expresses the two components of the
BDNF/TrkB neurotrophin system at the mRNA and protein level, and both are
detectable to the the different ages analyzed (from 10 days to 12 months). BDNF was
undetectable by immunohistochemistry in skeletal muscle and TrkB was located in cells
of the intramuscular nervous system. Training, through voluntary exercise, for 30 days
produces increased protein levels of BDNF in muscle, plasma and brain, being the most
significant elevations in older animals. Muscle BDNF levels are regulated at least in part
by inervation, as the section of the ischiatic nerve significantly reduces them in muscle
tissue but is not plasma or brain. The structure and ultrastructure of the skeletal muscle
and intramuscular nervous system, including muscle spindles, of the mouse is not
affected by TrkB deficiency, while in BDNF-deficient animals the muscle cells are smaller
extracellular matrix is augmented and samples mitochondrial alterations.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN
CIENCIAS DE LA SALUD
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1 « INTRODUCCION

En 1982 Barde y colaboradores purificaron e identificaron en el cerebro del cerdo el
segundo miembro de la familia de las neurotrofinas (NTs) y lo denominaron factor de
crecimiento derivado del cerebro (brain-derived neurotrophic factor: BDNF; Barde et al.,,
1982). Desde entonces, se ha demostrado que esta molécula cumple funciones
fundamentales en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central y en
algunas poblaciones neuronales y gliales del sistema nervioso periférico (Montafio et
al., 2010; McGregor y English, 2019) y es esencial en los mecanismos de la plasticidad
sinaptica (De Vincenti et al., 2019). Muchos de los cambios relacionados con la actividad
cerebral se realizan a través de variaciones en los niveles de BDNF, especialmente en el
hipocampo y el neocértex (ver De Vincenti et al., 2019). Consecuentemente, cambios
patoldgicos en los niveles de BDNF estan en la base de muchas patologias, desde la
epilepsia (Lughetti et al., 2018) a la sensibilizacién al dolor crénico (Merighi, 2016), y la
administracion de BDNF exdgeno puede ser una potencial arma terapéutica para
patologias neurodegenerativas y psiquidtricas (ver para una revision Binder vy
Scharfman, 2004; Deng et al., 2016). Todas estas funciones del BDNF parecen ldgicas

dado su papel preponderante de neurotrofina.

Pero numerosos estudios han demostrado que el BDNF también ejerce sus efectos
sobre tejidos no-nerviosos y que los animales deficientes en BDNF o en su receptor de
alta afinidad TrkB presentan alteraciones estructurales en diferentes organos
(Yamamoto et al., 1996; Botchkarev et al., 1999; Vega et al., 2003; Garcia-Suarez et al.,

2002, 20064, 2006b, 2009).
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Como se expondrd en detalle en el capitulo siguiente, el BDNF se sintetiza en varios
tejidos del cuerpo y uno de los que mayores cantidades produce es el musculo
esquelético. Ya que mi formacion de base es la fisioterapia y, por tanto, la manipulacion
del sistema musculo esquelético, en el presente trabajo de tesis doctoral se ha tratado
de contribuir al conocimiento de las relaciones entre BDNF y el musculo esquelético
como fuente y diana de esta molécula. Se estudiard si la produccién de BDNF por el
musculo depende o no de su inervacion, si los niveles musculares de BDNF estan en
relacion con el ejercicio, y si el ejercicio modifica los niveles de BDNF cerebrales. Los
resultados que se produzcan tienen interés fisiopatoldgico a la hora de manipular
paralisis musculares centrales y/o periféricas y para dilucidar si puede tener interés en

el evitar la propia atrofia muscular debida a la inactividad muscular.

El estudio se ha realizado mediante técnicas de biologia celular y molecular en ratones
normales, portadores de lesiones del sistema nervioso periférico (seccidon nerviosa) y
sometidos a actividad muscular. Ademds, se ha analizado mediante técnicas

morfoldgcas el fenotipo muscular de ratones deficientes en BDNF y en su receptor TrkB.
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Estado actual del problema
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2 « ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

2.1. Introduccion

El musculo esquelético, ademds de las funciones mecanicas que desarrolla, pude
considerarse como parte del sistema endocrino porque, en condiciones fisioldgicas, es
capaz de producir sustancias bioactivas, que actlUan de manera endocrina y/o paracrina
(ver para una revision lizuka et al., 2014, Legard y Pedersen, 2019). En conjunto, a estos
factores se los denomina "factores de ejercicio" o miocinas; y entre las diferentes
moléculas de origen muscular identificadas (Fig. 2.1) se encuentran algunas NTs,
especialmente el BDNF (ver Jiménez-Maldonado et al.,, 2018) conocida, sobre todo,
porque regula la neurogénesis adulta y la plasticidad sinaptica (Kim et al., 2019). Pero
estudios recientes han demostrado que BDNF participa en procesos fisioldgicos como la
homeostasis de la glucosa y el metabolismo lipidico (ver Jiménez-Maldonado et al,,

2018).

En las paginas que siguen se realiza una puesta al dia sobre 1) el BDNF y la regulacién se
su sintesis por la actividad muscular (ejercicio) y la inervacion; 2) las variaciones en los
niveles/sintesis de BDNF tras la denervacién muscular, lesiones medulares, patologias
del sistema nervioso central; y 3) cambios en los niveles de BDNF intervenciones

terapéuticas para el tratamiento de las mismas.

2.2. El musculo esquelético como fuentes de moléculas bioactivas
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Las relaciones del musculo esquelético con el resto de los érganos y tejidos de la
economia, incluido el sistema nervioso central, se realizan a través de la secrecion de
miocinas, hormonas proteicas que pueden ejercer efectos autocrinos, paracrinos y
endocrinos de larga distancia; y como ya se comnetd previamente, entre estas
moléculas se encuentra el BDNF (Pedersen, 2011, 2019; Delezie y Handschin, 2018; Lee
y Jun, 2019). Las miocinas son citoquinas producidas por los miocitos que median las
acciones del ejercico sobre el metabolismo, la inflamacién y otras condiciones
fisiopatoldgicas (Fig. 2.1). Ademas, el musculo esquelético es una importante fuente de
citoquinas generales (IL-6, IL-8, IL- 10, IL-1 receptor antagonist, tumor necrosis factor-a,
monocyte chemotactic protein-1, IL-18, BDNF, 1L-12p35/p40 y IL-15) algunas de las

cuales se liberan durante el ejercicio (Peake et al., 2015).

-~ — «Inhibition

Figura 2.1.- El musculo esquelético como fuente de moléculas bioactivas. Tomado de Fiuza-Luces et al-
(2013)
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Todas estas moléculas bioactivas de origen muscular una vez liberadas al torrente
circulatorio ejercen funciones de regulacion sobre los diferentes 6rganos vy tejidos del

cuerpo (Fig. 2.2).

Efecto antiinflamatorio Glucosa 5
Acidos grasos

Cardioproteccién lnsulma I
: &
</

Contraccion
Muscular

Autocrino
Paracrino

—
Insulina ¥
Glucosa Acidos

grasos

Figura 2.1.- Principales efectos endocrono y paracrino/autocrinos de las miocinas, incluido en BDNF.
Tomado de Ledn-Ariza et al. (2018).

Pero los datos disponibles sobre la secrecidn/liberacién de miocinas en general, y del BDNF
en particular, tras el ejercicio son muy dispersos y bastante incoherenres. Ello podria
atribuirse al momento de la recolecciéon de muestras, el procesamiento de las mismas, y
el método analitico de determinacién entre otras variables, entre otras variables (Huh,

2018; Son et al., 2018).

2.3. El factor de crecimiento derivado del cerebro: Breve actualizacion
sobre las neurotrofinas y sus receptores

Las neurotrofinas (NTs) forman una familia de proteinas, relacionadas estructural y

funcionalmente, que funcionan como factores neurotrdpicos y neurotréficos. Sus
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acciones principales las ejercen durante el desarrollo del sistema nervioso periférico y
de diferentes derivados de la cresta neural; pero también sobre poblaciones neuronales
especificas centrales, especialmente el sistema colinérgico (Levi-Montalcini, 1987;

Lewin y Barde, 1996; Fried et al., 2000).

La familia de factores de crecimiento de las NTs esta formada, en los vertebrados
superiores, por 4 miembros: NGF (nerve growth factor: factor de crecimiento nervioso),
BDNF (brain-derived neurotrophic factor: factor de crecimiento derivado del cerebro),
NT3 (neurotrofina-3) y NT4. En los teledsteos se han secuenciado, ademas, otros dos
miembros denominados NT6 (Gotz et al., 1994) y NT7 (Lai et al. 1998; Nilsson et al.,
1998) que parecen ser ortdlogos del NGF de los mamiferos (ver Lewin y Barde, 1996;
Vega et al., 2003). Ademads, existen evidencias de que las NTs también estan presentes
en los invertebrados (ver para referencias Lucini et al., 1999) y se considera que las NTs
y sus receptores estan bien conservados filogenéticamente y existen amplias analogias
de secuencia (Hallbdok et al.,, 2006). BDNF comparte aproximadamente un 50% de

identidad de aminoacidos con NGF, NT-3 y NT-4/5 (Binder y Scharfman, 2004).

Las NTs se sintetizan como precursores inmaduros que se procesan dentro del
citoplasma celular y son liberadas como productos maduros (Teng y Hempstead, 2004).
NGF y NT-3 se liberan a través de una via secretora constitutiva, mientras que BDNF se

secreta a través de vias reguladas (Hempstead, 2006; Schweigreiter, 2006).

Las NTs actlan sobre las células que responden a ellas uniéndose a dos tipos de

receptores de membrana definidos en base a su afinidad farmacoldgica como
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receptores de alta y baja afinidad. El receptor de baja afinidad se denomina p75N™. Es
comun para todas las neurotrofinas, y se ha identificado como una glicoproteina de
transmembrana perteneciente a la superfamilia del TNF (tumor necrosis factor: factor
de necrosis tumoral) que carece de la actividad enzimatica y tiene una secuencia de

dominio de muerte (Dechant y Barde, 2002; Roux y Barker, 2002).

Los receptores de alta afinidad, por su lado, son proteinas de transmembrana con
actividad tirosina-quinasa, codificadas por proto-oncogenes de la familia trk. Hasta la
fecha se han identificado los receptores generales TrkA, TrkB y TrkC y algunos érgano-
especificos como el TrkeE y el TrkAlll (ver Barbacid, 1995; Lu et al.,, 2005, Reichardt,
2006; Montafio et al., 2010). Cada Trk liga preferentemente una uUnica NT. Asi, TrkA es
el receptor para NGF, BDNF y NT-4/5 se unen a TrkB y NT-3 es el ligando para TrkC
(Lewin y Barde, 1996; Chao, 2003; Segal, 2003; Huang y Reichardt, 2003; Reichardt,

2006) (Fig. 2.3).

NGF BONF o) WS
TrkA TrkB TrkC
proNGF Tk-T1 Tk-T1
- L TkT2 FL Tk-T2 L
p75 Sortilin NgR

cell
membrane

Figura 2.3.- Representacion esquematica de la estructura de p75NR, sortilina, receptor Nogo (NgR) y Trks
(tomado de Garcia-Cosamaldn et al., 2010). El esquema muestra las posibles uniones de las NTs y pro-NTs
a los receptores. Hasta la fecha se han identificado cinco isoformas de TrkA. Las isoformas de TrkB y TrkC
incluyen, formas completas (con actividad tirosina-quinasa, FL) y truncadas (TK-T1 y TK-T2, carentes de
dominio tirosina-quinasa) e isoformas insertadas (solo para TrkC).
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Ademas de los receptores Trk y gp75N™®, algunas NTs y pro-NTs pueden ligarse a otros
receptores de membrana como la sortilina y el complejo Nogo-receptor para ejercer sus
acciones bioldgicas, sobre todo interaccionando con gp75N™® (ver Bronfman y Fainzilber,
2004; Bandtlow y Dechant, 2004; Nykjaer et al., 2004; Jansen et al., 2007). Tras unirse a
los receptores de membrana, las NTs inician una serie de sefiales que conducen al
control de la proliferacion celular, la diferenciacion y la supervivencia (Segal, 2003;

Reichardt, 2006; Skaper, 2008).

Aunque la mayor parte de los efectos bioldgicos de las NTs se realizan sobre el sistema
nervioso, existen evidencias de que también actlan sobre tejidos no nerviosos,
especialmente sobre el sistema inmunitario (ver Vega et al., 2003). Esta suposicién se
sustenta en los efectos bioldgicos de las NTs sobre células no neuronales en cultivo, la
expresion de receptores para las NTs en los tejidos no nervioso (Shibayama y Koizumi,
1996; Yamamoto et al., 1996), y las alteraciones estructurales en érganos no nerviosos
de animales deficientes en NTs o sus receptores. Asi, se han demostrado cambios
estructurales en timo (Garcia-Suarez et al., 2000, 2002), higado (Garcia-Suarez et al.,
2006b), rifion (Garcia-Suarez et al., 2006a), piel (Botchkarev et al.,, 1999) y pulmdn

(Garcia-Suarez et al., 2009).

En las paginas que siguen se realiza una puesta al dia sobre 1) el BDNF y la regulacion se
su sintesis por la actividad muscular (ejercicio) y la inervacion; 2) las variaciones en los
niveles/sintesis de BDNF tras la denervacién muscular, lesiones medulares, patologias
del sistema nervioso central; y 3) cambios en los niveles de BDNF intervenciones

terapéuticas para el tratamiento de las mismas.
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2.4. BDNF y musculo

Muchos autores consideran que el BDNF de origen muscular es una miocina. A favor de
esta teoria esta el hecho de que el BDNF se expresa en el musculo esquelético y los
niveles de expresion varian entre las condiciones fisioldgicas y las patoldgicas (Chevrel
et al., 2006). Los estudios de Yamamoto et al. (1996) y Shibayama y Koizumi (1996) ha
demostrado la presencia de BDNF y su receptor TrkA en el musculo esquelético de los

mamiferos, incluido el hombre.

Durante el desarrollo embrionario BDNF se expresaba tanto en las células musculares
precursoras como en las diferenciadas in vitro como in vivo de manera que actuaria
como un factor autocrino para las células del musculo esquelético capaz de regular la
miogénesis. La ausencia condicional de BDNF en células precursoras musculares de
raton altera la miogénesis y la regeneracion in vivo. Experimentos funcionales in vitro
demostraron que el silenciamiento del gen BDNF o el bloqueo de su actividad en
cultivos de mioblastos obstaculizaron la miogénesis. Estos efecos se producirian por
medio de un eje de sefializacion BDNF-p75NTR ya que los miocitos expresarian de

p75NTR pero no TrkB (Colombo et al., 2013).

En el musculo esquelético adulto BDNF se expresa en las células satélite musculares
(Mousavi et al., 2004) y su expresiéon se regula a la alta celular cuando se produce una
lesion muscular y proliferacién de esta poblacion (Omura et al., 2005). Por su parte,
Clow y Jasmin (2010), utilizando un modelo de raton deficiente en BDNF muscular,
demostraron que BDNF regula la diferenciacién de células satélite. Los resultados de

ambos estudios sugieren que BDNF podria jugar un importante en la mediacion de la
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respuesta de las células satélite a la lesién muscular y la regeneracion muscular

esquelética.

Por otro lado, BDNF actuando por medio del TrkB potencia la transmisién
neuromuscular por medio de un efecto presindptico, y el mantenimiento de la
estructura de las uniones neuromusculares, efectos que disminuyen o desaparecen con
el envejecimiento (Greising et al., 2015). De acuerdo con esta funcién, BDNF también se
expresa en las zonas préximas a las sinapsis mioneurales. La expresién de BDNF en esta
localizacion parece estar regulada por el nervio, ya que los niveles de BDNF se reducen
tras la denervacion; ello sugiere que los niveles de BDNF muscular estan regulados por
la inervacion. Ademas, el BDNF se conduce por transporte axdnico retrogrado desde el
musculo a las motoneuronas a del asta anterior de la médula espinal que expresan el
gen que codifica p145trkB (TrkB) y p75NGFR (Koliatsos et al., 1993; Stephens et al.,,

2005).

Pero a pesar de los abundantes estudios que asocian el BDNF con el desarrollo y la
funcion musculares, no hay evidencia concluyentes de que BDNF sea que es una
miocina. De hecho, el efecto de la contraccion muscular en los niveles circulantes de
BDNF es controvertido. Algunas investigaciones no han demostrado cambios en los
niveles séricos tras ejercicio agudo o cronico; otros estudios, por el contrario, sostienes
gue los niveles circulantes de BDNF aumentan después del ejercicio fisico (Ferris et al.,
2007; Yarrow et al., 2010; Pereira et al., 2018). Ademas, la contraccién de las células

musculares aumenta los niveles mRNA-BDNF (Matthews et al., 2009).
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Asi pues, el BDNF producido en el musculo puede liberarse a la sangre y ejercer
diferentes funciones a distancia (endocrinas) o actuar directamente dentro del propio
musculo (autocrinia/paracrinia). Las primeras le permiten actuar, directa o
indirectamente, sobre el sistema nervioso central, el higado o en musculo; las segundas
sobre las motoneronas del asta anterior de la médula (es mas discutida su posible
accion sobre las neuronas de los ganglios raquideos) y sobre las diferentes categorias de

células presentes en el musculo.

2.5. BDNF y ejercicio

La mayor parte de los estudios experimentales y en humanos apuntan que el ejercicio
conlleva un aumento de las concentraciones circulantes y locales de BDNF, y que gran
parte del mismo tiene origen muscular. Asi, se ha demostrado que la expresion de BDNF
muscular, a nivel de mRNA y de la proteina, estdn regulados por la actividad fisica.
Ademads, ello se acompafia de expresién de TrkB por axones intramusculares (Sartini et
al., 2013). Por su lado, Yu et al. (2017), en un trabajo realizado en ratas macho Sprague
Dawley, encontraron una elevacién significativa del BDNF en sangre que se mantiene
elevado incluso 14 dias después de la realizacion del ejercicio, asi como un aumento de
la expresion de mRNA-BDNF y del BDNF musculares. No obstante, el ejercicio agudo e
intenso es capaz de producir lesiones musculares y de reduce los niveles de BDNF
circulante (Verbickas et al.,, 2018). Es interesante destacar que el ejercicio de
entrenamiento después de un infarto de miocardio aumenta los niveles de BDNF en el
musculo esquelético y en las dreas no infartadas del corazén lo que puede contribuir a
mejorar la disfuncién muscular y la funcién cardiaca postinfarto (Lee et a., 2017; Zhang

et al., 2019).
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Ademas, la expresion de BDNF muscular a nivel proteico depende de la actividad vy el
tipo de célula muscular: el ejercicio crénico de alta intensidad reduce el nivel de BDNF
en los musculos rapidos y aumenta los niveles de mRNA-BDNF en los musculos lentos

(Jiménez-Maldonado et al., 2016).

La respuesta del BDNF muscular también parece estar relacionada con las diferentes
modalidades de ejercicio (Jiménez-Maldonado et al., 2018). Recientemente Antunes et
al. (2019) estudiaron la respuesta de BDNF después de las sesiones de ejercicio agudo
realizadas a intensidades bajas, moderadas y altas. El ejercicio de alta intensidad
conlleva disminucién de los niveles de BDNF y se observd que sujetos con niveles de
aptitud fisica mas bajos tuvieron mayores aumentos en BDNF en el ejercicio de alta
intensidad. Los autores concluyen que el ejercicio de alta intensidad parece ser mas

eficiente en el aumento de la concentracion de BDNF a corto plazo.

Otros estudios, por el contrario, no han observado ningun efecto del ejercicio sobre el
BDNF y la expresion en musculo esquelético humano del gen que codifica para BDNF no

se modifica después del ejercicio (Walsh et al., 2015).

Asi pues, en conjunto, la mayoria de los estudios sugieren que el ejercicio aumenta los
niveles circulantes y locales musculares de BDNF, potenciando indirectamente el efecto

fisiolégico de esta neurotrofina-miocina.

2.6. BDNF, neuropatias periféricas y ejercicio
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Tras la lesion de un nervio periférico o de la médula espinal (donde se localiza el soma
de las motoneuronas), la reinervacion de los musculos es fundamental para restablecer
la actividad funcional del sistema locomotor y algunos estudios han establecido que el
BDNF es fundamental para la reparacion de los nervios periféricos lesionados. La
expresion de BDNF asi como de su receptor TrkB aumenta de forma transitoria durante
los 2-3 primeros dias tras la lesion del nervio periférico tanto en las motoneuronas

como en las neuronas sensitivas (Gordon 2009).

En el tratamiento de las lesiones nerviosas periféricas se utiliza con frecuencia la
estimulacion eléctrica. Pues bien, se ha visto que una pauta de ejercicio diario
moderado durante dos semanas puede tener efectos superiores a la estimulacién
eléctrica en la regeneracién axénica del nervio periférico (Sabatier et al., 2008) y la
combinacién de ambos tiene efectos superiores sobre la regeneracion axénica a los
encontrados usando ambos por separado (Asensio-Pinilla et al., 2009). En ambos casos
la efectividad del tratamiento depende de la capacidad de inducir la produccién de
BDNF por el musculo y de la expresién de TrkB a nivel de las células de Schwann a nivel
de los nervios y de las motoneuronas medulares (Gordon, 2009; Zhang et al., 2000;
Wilhelm et al., 2012; Willand et al., 2016). Asi, se ha observado que la aplicacion de
estimulacion eléctrica a un nervio lesionado produce un rapido y marcado incremento
de la expresion de BDNF y TrkB en las motoneuronas. De la misma manera el ejercicio
activo causa un aumento de la expresion de mRNA-BDNF en las motoneuronas de los

nervios periféricos (Udina et al., 2011; Sabatier y English, 2015).
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Experimentalmente se ha visto que dosis bajas de BDNF pueden contrarrestar los
efectos de la axotomia crénica, favorecer la regeneracion axoénica y la formacion de
conexiones neuromusculares (Gordon et al.,, 2003). Por otro lado, la actividad
electromiografica del diafragma mejora sustancialmente en pacientes con lesion
medular cervical tras la administracion intratecal de BDNF o la implantacién de células
troncales modificadas que sobreexpresan BDNF; los efectos contrarios se obtienen
cuando se bloquea el sistema TrkB/BDNF (Gill et al., 2015; Hernandez-Torres et al,,
2017; Hayashi et al., 2019). Por otro lado, la implantacién en el musculo diana de
cocteles de factores de crecimiento, que incluyen el BDNF, aumentan la supervivencia

de las motoneuronas en las lesiones nerviosas por aplastamiento (Glat et al., 2016).

La esclerosis lateral amiotréfica es una patologia degenerativas de las motoneuronas
del asta anterior de la médula, cuyos axones forman las placas motrices. En esta
enfermedad se han encontrado niveles disminuidos de BDNF en los pacientes con
esclerosis lateral amiotrofica (Tremolizzo et al., 2016) si bien la expresion de mRNA-
BDNF en las biopsias musculares de estos pacientes no se modifica (Grundstrom et al.,
1999) o estd aumentada (Kist et al., 2002) lo que induce a pensar que la causa de la
degeneracién de motoneuronas en esta patologia no esta relacionada con un fallo en el

aporte trofico por parte del tejido muscular.

Por Utimo indicar que el BDNF también se ha puesto en relacion con el dolor muscular

cronico habiéndose sugerido que el gen del BDNF marca la vulnerabilidad para el dolor

cronico y su persistencia, especialmente en situaciones de estrés (Generaal et al., 2016).
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2.7. BDNF, envejecimiento y ejercicio

Se acepta con cardcter general, en base a las evidencias cientificas acumuladas, que el
ejercicio tiene efectos beneficiosos sobre el cerebro, mejora la cognicion y el estado de
animo afectando a la sinaptogénesis, neurogénesis, plasticidad sinaptica, aprendizaje y
memoria y parece ser que el BDNF es el responsable en la mediacién de tales efectos y
gue los mismos son mas potentes en hombres que en mujeres, si bien se producen en
ambos sexos (Szuhany et al.,, 2015; Venezia et al., 2016). Ademas, estudios recientes
han demostrado que diferentes miocinas liberadas por los musculos de ejercicio afectan
la expresion de la sintesis de BDNF en el giro dentado del hipocampo (Phillips et al.,
2014). En los sujetos ancianos y en los pacientes con distrofia muscular progresiva de

tipo Steinert se han encontrado niveles reducidos de BDNF (Comim et al., 2015).

En la actualidad se dispone de numerosos datos obtenidos a partir de estudios en
animales y en humanos que ligan el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenrativas con cambios en los niveles centrales y periféricos de algunos
factores troficos, y en particular con el BDNF. Teniendo en cuenta que el ejercicio
aumenta los niveles circulantes de BDNF (éitambién a nivel cerebral?) y el papel de esta
molécula en las funciones cognitivas, podria pensarse que el ejercicio mejoraria las
funciones cerebrales deterioradas en el envejecimiento (Campos et al., 2016; Miyamoto

et al., 2018).

El ejercicio en humanos aumenta las concentraciones séricas de BDNF (Rojas Vega et
al., 2006), llegando hasta un 70-80% tanto en la circulacion tanto cerebral como en la

periférica, lo cual contribuye a optimizar el aprendizaje y la memoria (Rasmussen et al.,
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2009; Loprinziy Frith, 2018). Mediante técnicas de imagen no invasivas se ha observado
el incremento de BDNF en las regiones especificas del cerebro antes y después del
gjercicio (Krabbe et al., 2007; Seifert et al., 2010). Ademas, el ejercicio de resistencia se
ha demostrado un estimulo eficaz para mejorar la funcién cognitiva en adultos
mayores, y este efecto es mediado por el BDNF. Los trabajos de Walsh et al. (2016)
demostraron un incremento del BDNF sérico inmediatamente después de ejercicio de
resistencia en adultos mayores. También se ha visto que el entrenamiento mantenido
aumenta BDNF en el hipocampo BDNF (Lee et al., 2017) y tiene un efecto positivo sobre

la pérdida de memoria asociada a la edad (De la Rosa et al., 2019).

2.8. BDNF, patologias del sistema nervioso central y ejercicio

Las conexiones entre actividad fisica y neuroproteccién, tanto en el sistema nervio
central como el periférico, han sido estudiadas durante décadas, pero los mecanismos
gue subyacen a las mismas han comenzado a ser conocidos solo recientemente y en
ellos parecen estar implicados los factores de crecimiento, especialmente el BDNF. El
ejercicio sostenido y de intensidad moderada tiene efectos anti-inflamatorios y pro-
regenerativos y mejora las funciones cognitivas y motoras propias del envejecimiento y
las patologias neurodegenerativas (Cobianchi et al., 2016). Pero el ejercicio intenso se
asocia con un aumento de las hormonas del estrés que pueden inhibir la expresion de

BDNF que generalmente se incrementa con el ejercicio (Kreber y Griesbach, 2016).

Los niveles circulantes y locales de BDNF también estan alterados en algunas patologias

del sistema nervioso central y se ha demostrado que el ejercicio facilita la liberacién de
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moléculas que favorecen la neuroplasticidad y ofrecen proteccién contra el dafio

cerebral.

Asi, se ha visto que el ejercicio aumenta los niveles sanguineos de BDNF en la
enfermedad de Parkinson (Hirsch et al., 2018) o en la esclerosis multiple (Wens et al.,
2016). Por otro lado, en las lesiones cerebrales traumaticas, el ejercicio intenso durante
el periodo agudo post-lesion, mejora el rendimiento cognitivo y que esto puede verse
favorecido por el ejercicio. En este sentido, recientemente Ryan et al. (2019) han
demostrado que la hemiparesia debida a accidente vascular reduce la expresion de

BDNF en el musculo esquelético.

Pero en pacientes con trastorno depresivo mayor el ejercicio fisico no aumenta
significativamente el BDNF (Kurebayashi y Otaki, 2018). Por otro lado, el BDNF se
relaciona con el estrés y ambos interaccionado podrian estar en la del dolor crénico
musculoesquelético. El estudio de Generaal et al. (2016) sugiere que el BDNF marca la

vulnerabilidad para el dolor crénico.
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3 « HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis: el musculo esquelético es una fuente de BDNF cuya produccion se ve

potenciada con el ejercicio y es independiente de la inervacion.

El objetivo general del trabajo es contribuir al conocimiento de las neurotrofinas-

miocinas musculares, y los objetivos especificos son los siguientes:

1.- Determimar si el musculo esquelético expresa en gen del BDNF y su receptor de alta
afinidd TrkB.

2.- Establecer si el musculo esquelético contiene BDNF y receptor de alta afinidad TrkB y
en qué células musculares se localiza.

3.- Analizar si el ejercicio de entrenamiento produce modificaciones en los niveles de
BDNF a nivel de mRNA o de proteina en el musculo esquelético, en plasma vy a nivel
cerebral.

4.- Ver si las moficiaciones en los niveles de BDNF a nivel de mRNA o de proteina en el
musculo esquelético dependen de la inervacion.

5.- Estudiar la estructura del musculo esquelético de ratones deficientes en BDNF y su

receptor de alta afinidad TrkB.
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4 « MATERIALY TECNICAS

4.1. Material

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron ratones C57BL/6 obtenidos en el
bioterio de la Universidad de Oviedo (n2: 33443591 en la Consejeria de Medio Rural y
Pesca del Principado de Asturias como centro de cria y usuario de animales de
experimentacién) de diferentes edades y sometidos a diferentes condiciones
experimentales.

4.1.1. Animales controles: en el estudio se utilizaron animales machos de 10 (n = 5), 40
(n=5),y9 (n=5),y6 (n=4)y 12 (n = 5) meses, que fueron mantenidos en
condiciones estandar de estabulacion, en jaulas de 5 animales cada una, con acceso

libre a la comida y al agua.

4.1.2. Animales sometidos a actividad fisica voluntaria: animales de 10 dias (n = 5), 60
dias (n =5) y 11 meses (n = 3) fueron estabulados en jaulas de 5 animales cada una, y
sometidos a ejercicio voluntario en una rueda giratoria durante 30 dias (Sistema de
jaula de rueda de actividad para ratones, Techniplast, Buguggiate, Italia). El sistema
permitia el registro continuo del nimero de vueltas de la rueda y, por lo tanto, el
calculo de la media de metros/dia en cada jaula que, posteriormente, se dividia por el
numero de animales para establecer la actividad diaria por animal. La inspeccién
periddica de las jaulas permitid comprobar que todos los animales utilizaban la rueda, si
bien no fue posible determinar el tiempo y/o los metros recorridos por cada ratéon de
manera especifica. Los ratones de control estaban estabulados en jaulas similares sin
rueda de carrera.
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4.1.3. Animales con seccion del nervio isquidtico: a grupos de 5 animales de 30 dias, 80
dias y 12 meses se procedid a la seccion del nervio isquidtico del lado derecho en el
momento de su salida de la pelvis. Los animales fueron anestesiados por inyeccién
intraperitoneal de hidrato de cloral (350 mg/kg) y en condiciones de asepsia de
procedio a la seccidn del nervio. Los animales intervenidos fueron mantenidos en jaulas
individuales para evitar agresiones y se les dejo sobrevivir durante 10 dias transcurridos

los cuales se procedid a su sacrificio.

4.1.4. Animales deficientes en BDNF y TrkB: se obtuvieron por cruces repetidos de
animales heterocigdticos obtenidos en The Jackson Laboratory (600 Main Street Bar
Harbor, Maine 04609 USA, JAX® Mice and Services 610 Main Street Bar Harbor, Maine
04609 USA). Solo un grupo reducido de animales sobrevivid hasta los 10 dias y fueron
utilizados en el presente estudio. Los animales fueron crecidos y mantenidos en el
animalario de la Universidad de Oviedo, y se genotiparon a los 2 dias de edad mediante
por PCR en los Servicios comunes de investigacion de la Universidad de Oviedo.

La tabla 4.1. resume los grupos de animales utilizados en el trabajo.

Tabla 4.1. Grupos de animales utilizados en el trabajo

Contoles 10 dias (5) 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
Ejercicio 10 dias 60 dias 11 meses
voluntario + 30 dias EV | + 30 dias EV + 30 dias EV
(5) (5) (3)

Seccién n. 30 dias + 80 dfas 12 meses
isquiatico 10 dias SNI + 10 dias SNI + 10 dias SNI
BDNF k.o. 10 dias (3)

TrkB k.o. 10 dias (4)
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4.2. Recogida de las muestras

Los animales de los diferentes grupos experimentales fueron sacrificados por
decapitacién rapida tras anestesia con hidrato de cloral (350 mg/kg, i.p). De cada uno
de los animales se obtuvieron las siguientes muestras bioldgicas:

a) 0,5 ml de sangre central obtenida por puncién cardiaca directa. De cada muestra se
separd el plasma mediante microcentrifugacién y se conservé el sobrenadante
congelado a -80° C hasta el momento de su utilizacién.

b) Musculo gastrocnemius, el del lado derecho de cada animal, ya que fue el estudiado

en los casos de denervacién. Los musculos se disecaron vy aislaron inmediatamente

después del sacrificio de los animales, se dividieron en fragmentos que se fijaron por
inmersion en formol al 10%, en paraformadehido al 4%. La mitad de los fragmentos,
aproximadamente, se homogenizaron (peso/volumen, 1:10) con tampdn de fosfato frio

0,1 M (pH 7.4) que contenia un cdctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA). Los homogenizados centrifugaron a 2.000 g durante 5 min, y las alicuotas de

los sobrenadantes se separaron y almacenaron a -80° C para su utilizacion posterior en

los estudios de rt-PCR, Westernblot y ELISA.

Tabla 4.2. Muestras bioldgicas obtenidas de cada uno de los grupos de animales. M: musculo
gastrocnemius; S: sangre; C: cerebro-hipocampo

Contoles 10 dias (5) 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
M, S, C M, S, C M, S, C M, S, C M, S, C
Ejercicio 10 dias 60 dias 11 meses
voluntario + 30 dias EV | + 30 dias EV + 30 dias EV
(5) (5) (3)
M, S, C M, S, C M, S, C
Seccién n. 30 dias + 80 dfas 12 meses
isquidtico 10 dias SIN + 10 dias SIN + 10 dias SIN
M, S, C M, S, C M, S, C
BDNF k.o. 10 dias (3)
M
TrkB k.o. 10 dias (4)
M
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c) Cerebro: de las cabezas aisladas por decapitacion de extrajo el cerebro y a
continuacioén se aislé el hipocampo de ambos hemisferios (con algunas pequefias
cantidades de estructuras cerebrales circundantes. Las piezas se homogenizaron de
la misma manera que la descrita para el musculo y se conservaron a -80° C hasta el

momento de su utilizacion.

4.3. Técnicas

4.3.1. rt-PRC: Expresion de los genes de BDNF y TrkB en musculo

El RNA total se extrajo del musculo gastrocnemius utilizando TRI (Sigma; St. Louis, MO,
USA) y se comprobd su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa. El RNA
extraido del musculo fue transcrito en reverso en un volumen final de 20 ul de
Superscript RNA-ase H- Reverse Transcriptase (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) usando 20
U del rNA-ase h Transcriptase reverse (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) suplido por el
fabricante que 2 pug de RNA, 5 uM oligo (dT)12-18, mM dNTPS, 40 U de inhibidor de
RNA-asa (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), 0.1
ug/ul de BSA'y 10 mM de DTT. La reaccion se realizd a 58° C durante 90 minutos. Las
secuencias de los oligonucleotidos de los primers se basaron en las publicadas en
GeneBank para el trkB (GenBank accession number X17647), BDNF (GeneBank
accession number D16762), y B-actina (GenBank accession number M12481) del ratén.

Las secuencias fueron:

BDNF: sense: 5'-GTTACTCTTTCTCTTGGAGGAATACAAAA-3;
reverse: 5'-GTCATAACTGTCACAAACGTCGAGTT-3'
TrkB: sense: 5’-GGGGAAGGAGCCTTCGGG-3';
reverse: 5’-CATCCATCGGATGGGCAACAT-3’
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B-actina: sense 5’AACTGGGACGACATGGAGAA3’
Reverse 5" GGTCTCAAACATGATCTGGG3’

Las condiciones de la amplificacion fueron: 2U Tagq DNA Polymerase (Promega,
Madison, WI), 1 uM de los primers, 10 ng de cDNA de musculo de ratdn
(gastrocnemius), 0.2 mM de cada dNTP en 15 pl y tampdn de Tag DNA Polymerase. La
reaccién se realizé en un ciclador termico (Hyband Th. Cycler) con el siguiente
programa: 1 minuto a 94 2 C para la desnaturalizacion inicial, seguido de 10 ciclos de
942 C de 1 minuto, 652 C durante 30 segundos y 729 C durante 45 segundos.
Posteriormente se realizaron 20 ciclos de 942 C durante 1 minuto, 612 C durante 30
segundos, 729 C durante 45 segundos y una extension final de 5 minutos a 722 C. Los
productos finales de la PCR se visualizaron por tincién con bromuro de etidio bajo luz
ultravioletta tras electroforesis en gel de agarosa al 2%. Finalmente se realizaron los
controles negativos para la transcripcidén reversa (reaccion mixta sin RNA) y la PCR

(reaccion mixta sin cDNA).

Se secuenciaron con un GeneAmpPCR System 2700 (Applied Biosystems) con BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las muestras de PCR se realizaron en un analizador ABI PRISM 3100 Genetic
y las secuencias determinadas con el DNA Sequencing Analysis SoftwareTM Version 3.7

(Applied Biosystems).

4.3.2. Westernblot: Presencia de BDNF y TrkB en musculo
Para determinar la presencia de BDNF y TrkB en el musculo esquelético de los animales

controles y experimentales, se realzd analisis de Westernblot sobre homogenizados de
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tejido muscular fresco. Las muestras se trituraron de forma mecanica en frio y a
continuacién se homogenizaron (1: 2, p/v) en una solucién salina de Tris-HCI (TBS;
0.1M, pH 7,5) que contenia 1 uM de leupeptina, pepstatina 10 uM y 2 mM de fluoruro
de phenylmethylsulfonyl. Los homogenizados resultantes se centrifugaron a 25.000
r.p.m. durante 15 minutos a 4 ° C, y el sedimento resultante se disolvié en Tris HCI 10
mM, pH 6,8, SDS al 2%, dithiothreitol 100 mM vy glicerol al 10%, a una temperatura de
4°C. Los sobrenadantes se analizaron por electroforesis en geles de SDS de

poliacrilamida discontinuos del 15% y 8%, para BDNF y TrkB, respectivamente.

Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se bloquearon por inmersién durante 3 h en PBS con leche en polvo
desnatada al 5% y Tween-20 al 0,1%. A continuacidn, se incubaron las membranas a 4°C
durante 2 horas con los anticuerpos primarios anti-BDNF y anti-TrkB, a una dilucién de
1:1000 y 1:200, respectivamente. El anticuerpo anti-BDNF fue generado en conejo
contra BDNF recombinante (Chemicon, Inc.; USA) y el anti-TrkB se generd en conejo
contra los residuos 794-808 del TrkB humano (Santa Cruz Biotechnology, USA). Tras la
incubacion, las membranas se lavaron con una solucién salina intermedia de Tris (pH
7.6) que contiene Tween-20 al 20%, y se incubaron de nuevo durante 1 hora con IgG de
cabra anti-conejo (diluido 1/100) a temperatura ambiente. Las membranas fueron
lavadas de nuevo e incubadas con el complejo PAP diluido 100, durante 1 hora a
temperatura ambiente. Por Ultimo, se desarrolld y visualizd la reaccién mediante un kit
de guimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) y la
exposicion a Hyperfilm. Las proteinas se visualizaron por tincion con Brilliant Blue y los

pesos moleculares de las mismas se determinaron en base a los estandares oportunos.

52



4.2.3. Inmunohistiquimica: localizacion celular de BDNF y TrkB en musculo

Las piezas de musculo incluidas en parafina se cortaron a un grosor de 10 um, y los
cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados. Para el estudio de
inmunohistoquimica se utilizé el método de la peroxidasa indirecta con el kit de alta

sensibilidad EnVision (Dako, Copenhague, Dinamarca).

Una vez desparafinados (en etanoles de gradacién creciente y dos bafios de xilol) y
rehidratados, los cortes se lavaron en bufer Tris—HCl (0.05M, pH 7,5) que contenia
seroalbumina bovina al 0,1% vy Tritdn-X 100 al 0,2%. A continuacién, se bloguearon la
actividad de la peroxidasa endogena (H202 al 3%) y las uniones no especificas (suero
bovino fetal al 25%) y se procedid a la incubacidn de los cortes durante 24 horas con los
anticuerpos primarios anti-BDNF y anti-TrkB descritos previamente, ambos a una
dilucion de 1:100. Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se lavaron los cortes en
Tris-HCl y se incubaron durante 1 hora, a temperatura ambiente, con IgG de cabra anti-
conejo (Amersham) ligada a peroxidasa, a una dilucion de 1: 100. Finalmente se lavaron
los cortes en bufer Tris-HCl y se visualizd la peroxidasa usando 3-3 ' DAB como

cromaégeno.

La especificidad de la inmunoreaccion desarrollada se comprobd sustituyendo el
anticuerpo primario por un suero especificamente preabsorbido, a por un suero de
conejo preinmune. Para establecer los detalles estructurales la mayoria de los cortes

fueron contrastados con hematoxilina de Harris.
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4.3.3. ELISA: cuantificacion de BDNF en musculo y cerebro

Los niveles de BDNF se analizaron en los musculos rectus femoris, gastrocnemius,
plasma sanguineo y cerebro utilizando el kit comercial BDNF, ELISA Kit MBS355435
MSDS BDNF, ELISA Kit MBS355435 MSDS (Biosource, Wilmington, DE, USA), de 96
pocillos, siguiendo las instrucciones del fabricante, que detecta en rangos de 31.2
pg/ml-2000 pg/ml, con una sensibilidad menor a < 2 pg/ml). Se trata de un kit ELISA
preparado para su utilizacion basado en la deteccion del BDNF nativo, no recombinante,
mediante un sistema de un anticuerpo policlonal anti-BDNF conjugado con biotina. Las
placas se leyeron en un lector de microplacas a una absorbacia O.D. a 450 nm para

calcular las concentraciones de BDNF.

4.2.5. Estudio estructural y ultraestrural

Muestras del musculo gastrocnemius de los animales deficientes en fueron procesadas
para microscopia electrénica de transmision. Las piezas fijadas en paraformaldehido al
4% las piezas se lavaron en tampdn PBS 0.1 M, pH 7.5 (durante 2 dias, renovado cada 6
horas). A continuacién, se postfijaron en tetroxido de osmio al 1% y se procesaron de
manera rutinaria para la inclusién en Durcapan® ACM (Fluka, Buchs SG, Suiza). Los
blogues se cortaron en un ultramicrotomo Reichert Jung Ultracut E, obteniéndose
secciones semifinas de 1um de grosor que se tifieron con azul de toluidina se se
examinaron al microscopio Optico para seleccionar los campos de interés. A
continuacion, se obtuvieron los cortes ultrafinos (400A) que fueron tefiidas con acetato
de uranilo-citrato de plomo y examinados y fotografiados en un microscopio electrénico

JEOL-JEM-T8.
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4.4. Estudio estadistico

Los resultados se expresaron como valores de la media + SEM. Se ralizé un test de
ANOVA unidireccional o de doble sentido seguido de pruebas post hoc Bonferroni,
Newman-Keuls o Dunnett se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 4. Las
variaciones edad-dependientes temporales se analizaron utilizando ANOVAS de
medidas repetidas utilizando el software SPSS. Valores de p < 0,05 fueron considerados

como significativos.
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5 « RESULTADOS

5.1. El musculo esquelético del ratén expresa bdnfy trkB y contiene BDNF y
TrkB

Los resultados del estudio de rt-PCR han puesto de evidencia que en el musculo
gastrocnemius del ratén expresa BDNF y TrkB. Tomando como referencias los valores
encontrados en los animales de 10 dias, en el resto de las edades investigadas se ha
observado la expresion de BDNF con regulacién a la baja, salvo en los animales de 12 meses

gue estaba regulado a la alta, aungue sin grandes cambios entre las diferentes edades (Tabla
5.1). En cuanto al trkB, tomando igualmente como valores de referencia los de los animales de
10 dias de edad, no se han observado modificaciones edad-dependientes en la expresién de
este gen (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Resultados del estudio de rt-PCR el el musculo gastrocnemius de ratén a diferentes edades. Las

variaciones en la expresion de ambos genes se expresan en unidades relativas respecto a los valores de
10 dias.

Contoles 10 dias (5) 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
BDNF 1 -1,6 -1,2 -1,8 +1,8
trkB 1 1,3 1 1 -0.6

El paso siguiente fue investigar si el BDNF y el TrkB también se expresan a nivel proteico
en el musculo gastrocnemius de ratones de diferentes edades. Mediante Westernblot
en muestras correspondientes a animales de 10 dias, 90 dias y 12 meses hemos
observado que en los homogenizados musculares, con el anticuerpo indicado, se
detecta una banda proteica con un peso molecular estimado de 14-16 kDa que es el
esperado para el BDNF de raton (Fig. 5.1.A). Por otro lado, en los homogenizados

musculares también se ha detectado con el anticuerpo correspondiente, una proteina
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con un peso molecular estimado de 145-148 kDa, que es el correspondiente a la forma

completa, no truncada, del TrkB (Fig. 5.1.B).
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Figura 5.1. Westerblot en hogenizados de musculo gastrocnemius de raton de diferentes edades con
antucuerpos contra BDNF (A) y TrkB (B).

Inmediatamente después se cuantificaron las cantidades de BDNF en los
homogenizados del musculo gasctrocnemius de ratdon mediante ELISA. En consonancia
con los resultados previos, a todas las edades analizadas se ha detectado la presencia
de BDNF muscular que se incrementa desde los animales de 10 dias a los de 40,
adquiere los valores maximos a los 90 dias, y desciende a los 6 meses y ain mas a los 12

meses (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Cantidades de BDNF en el musculo gastrocnemius de ratdon a diferentes edades determinado
por ELISA. Las cantidades se expresan en pg/ml

Contoles 10 dias (5) 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
BDNF 76 £ 15 129 £ 22 216 £ 319 197 £31 104 £ 26

Finalmente, quisimos conocer si mediante técnicas de inmunohistoquimica y utilizando
los anticuerpos indicados en el apartado de Material y Técnicas, era posible detectar el
BDNF y el TrkB en el musculo gastrocnemius del musculo y en qué célula se encontraba.

Esta parte del estudio se realizé sobre secciones de musculo de los animales de 10 dias,
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90 dias y 12 meses. En ningln caso se pude detectar inmunorreaccién especifica para BDNF
(datos no mostrados). Por el contrario, en las secciones de musculo de los ratones, con
independencia de la edad, se ha detectado la presencia de TrkB aparentemente asociado con el
aparato nervioso intramuscular en particular en las proximidades de los husos neuromusculares

(Fig. 5.2).
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Figura 5.1. Deteccién inmunohistoquimica de la inmunorreaccion para TrkB en el apararo nervioso del
musculo gastrocnemius de ratones de 40 dias (A-D) y 6 meses de edad (E-F).

5.2. El ejercicio incrementa los niveles de BDNF en plasma, musculo vy
cerebro

Uno de los mecanismos mediante los cuales se cree que el ejercicio puede aumentar la
masa muscular, ejercer sus efectos metabdlicos y actuar sobre la funcion cerebral es

por medio de la liberacion de la neurotrofina-miocina BDNF. Para confirmar estos
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hechos se pusieron grupos de ratones de diferentes edades durante 30 dias en
condiciones que pudieran realizar ejercicio voluntario mediante una rueda. Las
distancias medias recorridas por los animales de cada grupo de edad fueron de: 17,2
km/semana para los animales de 30 dias, 15,6 * 2,1 km/semana los de 90 dias y 11,2
km/semana los de 12 meses. Estos resultados son similares a los descritos por otros

autores en experimentos de entrenamiento semejantes (Garcia-Mesa et al., 2011).

Después de la realizacion de un periodo de entrenamiento de 30 dias todos los grupos
de animales se produjo un notable incremento en los niveles de BDNF muscular que fue

mas evidente en los animales jovenes y en los viejos que en los adultos (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Cantidades de BDNF en el musculo gastrocnemius de ratéon a diferentes edades determinado
por ELISA en condiciones de normalidad y después del acceso a ejercicio voluntario de 30 dias. Las
cantidades se expresan en pg/ml

Contoles 10 dias | 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses 12 meses (5)
(5) (4)

BDNF 76 £ 15 129 £ 22 21619 19731 104 £ 26

EJERCICIO 10 dias 60 dias 11 meses

VOLUNTARIO +30dias EV (5) + 30 dias EV (5) + 30 dias EV (3)

BDNF 304 +£27 28914 236+ 24

Tabla 5.4. Cantidades de BDNF en el plasma sanguineo de ratéon a diferentes edades determinado por
ELISA en condiciones de normalidad y después del acceso a ejercicio voluntario de 30 dias. Las cantidades
se expresan en pg/ml. Nd: no detecable

Contoles 10 dias | 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
(5)

BDNF nd 86+8 184 £ 17 20510 61+9

EJERCICIO 10 dias 60 dias 11 meses

VOLUNTARIO +30dias EV (5) | +30diasEV (5) + 30 dias EV (3)

BDNF 192 £+ 14 383+24 144 £ 21

En cuanto al plasma los valores detectados en los animales controles son menores que
en el musculo, con la excepcién del grupo de edad de 6 meses. Es de destacar que en

los animales del grupo de edad mas joven el BDNF fue indetectable en sangre. Tras la
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realizacion de 30 dias de ejercicio, para las edades estudiadas, los valores de BDNF

plasmatico duplicaron sus valores (Tabla 5.4).

De las tres muestras bioldgicas estudiadas, los valores mas elevados de BDNF se
encontraron en el cerebro observandose los valores mas altos en los animales mas
jovenes y los mas bajos en los animales viejos de 12 meses. En el hipocampo-cerebro las
cantidades de BDNF también aumentan con el ejercicio destacando el incremento en

los animales de mayor edad (Tabla 5.5).

Tabla 5.5. Cantidades de BDNF en el hipocampo-cerebro de ratén a diferentes edades determinado por
ELISA en condiciones de normalidad y después del acceso a ejercicio voluntario de 30 dias. Las cantidades
se expresan en pg/ml

Contoles 10 dias (5) = 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
BDNF 512128 436 + 36 470 16 426 £ 16 214 £ 24
EJERCICIO 10 dias 60 dias 11 meses
VOLUNTARIO +30dias EV (5)  +30dias EV (5) + 30 dias EV (3)
BDNF 530 + 27 546 + 23 348 + 31

En conjunto pues, puede firmarse que el ejercicio aumenta los niveles de BDNF en
musculo, plasma y cerebro, siendo especialmente relevantes los aumentos en los

animales de mayor edad.

5.3. Los niveles de BDNF en plasma y cerebro no se ven afectados por la
denervacion muscular, pero si los musculares

La actividad de los musculos esqueléticos viene determinada por la integridad del
sistema nervioso que los suple. Para establecer si los niveles musculares, plasmaticos y
cerebrales de BDNF se ven influenciados por las lesiones nerviosas periféricas, se realizo
la seccidn unilateral del nervio isquidtico en ratones de diferentes edades y se estudié el

BDNF 10 dias mas tarde. Ni los valores de BDNF plasmaticos (Tabla 5.6) ni los cerebrales

63



(Tabla 5.7) varian tras la denervacién. Estos hallazgos son logicos si se tiene en
consideracion que la mayor parte de la masa muscular de los animales posee una
inervacion normal.

Tabla 5.6. Cantidades de BDNF en el plasma sanguineo de ratén a diferentes edades determinado por

ELISA en condiciones de normalidad y después de seccién del nervio isquiatico 10 dias. Las cantidades se
expresan en pg/ml. Nd: no detecable

Contoles 10 dias | 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
(5)

BDNF nd 868 184 £ 17 205 £ 10 619

SECCION NERVIO 30 dias + 80 dias 12 meses

ISQUIATICO 10 dias SNI + 10 dias SNI + 10 dias SNI

BDNF 796 186 £ 19 7316

Tabla 5.7. Cantidades de BDNF en el hipocampo-cerebro de ratén a diferentes edades determinado por
ELISA en condiciones de normalidad y y después de seccion del nervio isquiatico 10 dias. Las cantidades
se expresan en pg/ml.

Contoles 10 dias (5) 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses (4) 12 meses (5)
BDNF 512 + 28 436 + 36 470+ 16 426 + 16 214 £ 24
SECCION NERVIO 30 dias + 80 dias 12 meses
ISQUIATICO 10 dias SNI + 10 dias SNI + 10 dias SNI
BDNF 452 + 28 481 +21 201+ 16

Por el contrario en los musculos gastrocnemius denervados se produce una notable
reduccién en las cantidades de BDNF (Tabla 5.8) indicando claramente que la inervacion
regula, directa o indirectamente, es decir por los propios nervios o por la ausencia de

actividad, los niveles musculares de BDNF.

Tabla 5.8. Cantidades de BDNF en el musculo gastrocnemius de ratéon a diferentes edades determinado
por ELISA en condiciones de normalidad y después y después de seccién del nervio isquiatico 10 dias. Las
cantidades se expresan en pg/ml.

Contoles 10 dias @ 40 dias (5) 90 dias (5) 6 meses 12 meses (5)
(5) (4)

BDNF 76 £ 15 129 +22 216 £19 197 +31 104 + 26

SECCION NERVIO 30 dias + 80 dias 12 meses

ISQUIATICO 10 dias SNI + 10 dias SNI + 10 dias SNI

BDNF 100 + 13 167 £21 729
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5.4. La estructura del musculo esquelético no se afecta por el déficit de
TrkB y levemente por la ausencia de BDNF

La ultima parte del estudio consistio en el analisis de la estructura y ultrasestructura del
musculo gastrocnemius de ratones de 10 dias de edad, portadores de mutaciones no
funcionantes en los genes que codifican para BDNF y TrkB. Esta parte del trabajo puede
arrojar luz sobre el papel del BDNF y su receptor en la formacién del aparato nervioso

del musculo y de las propias fibras musculares.

Figura 5.2. Estructura del musculo gastrocnemius de ratons de 10 dias de genotipo salvaje (A,CE) y
portadores de una mutacion no funcional en los genes que codifican para BDNF (B,D) y TrkB (F)

65



A nivel estructural, en los musculos de los animales portadores de una mutacién en el
gen que codifica para BDNF se ha observado un menor tamafio de las células
musculares con aumente de los espacios intercelulares. Aparentemente, no hay
alteraciones en la morfologia de las fibras nerviosas que llegan al musculo y los husos
neuromusculares estan bien desarrollados y presentan una morfologia idéntica a la de
los animales de genotipo salvate (Fig. 5.2A-D). Por lo que respecta a los animales
deficientes en TrkB, no se han apreciado diferencias respecto a los animales de

genotipo salvaje (Fig. 5.2E-F).

Figura 5.3. Estructura del musculo gastrocnemius de ratons de 10 dias de genotipo salvaje (A,B,E) y
portadores de una mutacion no funcional el gen que codifica para BDNF (C,D,F)
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Cuando se analiza la ultraestructura de los musculos de los animales deficientes en
BDNF se observa que en los espacios intercelulares hay pequefios acimulos de material
electrén denso, de naturaleza desconocida, pero lo sarcémeros poseen un aspecto
compatible con la normalidad (Fig. 5.3A-D). Ocasionalmente en algunas células

musculares se han observado anomalias mitocondriales (Fig. 5.3E-F).

En general, pues, puede firmarse que el musculo esquelético humana expresa BDNF a
nivel de mRNA y proteico, que la cantidad de proteina detectable tiene variaciones con
la edad, estando reducida en los animales mas viejos. El ejercicio, por su lado, eleva los
niveles de BDNF en el musculo, especialmente en los sujetos viejos, y la denervacién

reduce los niveles de BDNF proteico muscular.
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6 . DISCUSION

6.1. Consideraciones generales

Durante las ultimas décadas estdn cambiando radicalmente los conceptos vy
conocimientos de la fisiologia del musculo esquelético. Las Ultimas investigaciones
demuestran que, ademas de su papel sobre las palancas déseas, y por tanto en el
movimiento, es un oérgano endocrino orquestador del metabolismo, que libera
moléculas que ejercen una accion a distancia en los diferentes érganos diana asi como
una accién paracrina en el propio tejido muscular (lizuka et al.,, 2014; Jiménez-
Maldonado et al., 2018Legard y Pedersen, 2019). En este contexto, el BDNF a pasado de
ser una neurotrofina en el sentido clasico de término, a una miocina o “factor de
ejercicio” con acciones bien establecidas sobre el metabolismo, inflamacion o el sistema

inmunitario (Pedersen, 2011, 2019; Delezie y Handschin, 2018; Lee y Jun, 2019).

El BDNF muscular ejerce sus funciones de forma paracrina/autocrina y endocrina. Las
primeras pueden estar implicadas en la miogénesis y consecuentemente en los
procesos de reparacion muscular después de lesiones o en situaciones en las que se
produce sarcopenia, como por ejemplo en el envejecimiento. Las que ejerce a distancia
regulan diferentes tejidos y organos, entre ellos el cerebro. Por ello si se logra conocer
en detalle cémo funciona el sistema BDNF/TrkB muscular y se potencia su
funcionamiento, se pueden logran importantes beneficios terapéuticos sobre todo en la

vejez, cuando la masa muscular y algunas funciones cognitivas se deterioran. Por otro
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lado, los estudios de denervacion muscular que hemos realizado pueden arrojar luz
sobre si la paralisis muscular repercute en los niveles circulantes del BDNF (es decir,
sobre sus funciones endocrinas) o sélo en los locales (es decir, sobre su componente de
autocrinia/paracrinia). El presente trabajo de tesis doctoral esta enfocado en este

sentido.

6.2. Discusion de los resultados

En nuestro trabajo hemos demostrado que el musculo esquelético del ratdon expresa a
niveles basicos el gen del BDNF y del TrkB y ninguno de ellos sufre cambios significativos
de expresion a lo largo de la vida. No obstante, la expresion del gen de BDNF presenta
disminuciones hasta los 6 meses y una ligera sobreexpesion en los animales mas viejos;
el comportamiento del gen del TrkB fue paralelo y en sentido contrario. Por tanto, estos
hallazgos sugieren que ambos componentes del sistema pueden regularse por
diferentes factores a lo largo de la vida. También hemos comprobado que BDNF y TrkB
estan presentes en el musculo esquelético a nivel de proteina a todas las edades
analizadas. Las cantidades de BDNF muscular crecen progresivamente hasta los 6 meses
de edad y estan disminuidos respecto a los adultos, pero mas elevados que en los
jovenes. Hasta donde nosotros conocemos es la primera vez que se describen los
cambios edad dependientes en a nivel de mRNA y proteina en los musculos

esqueléticos del ratén.

No hemos podido detectar mediante inmunohistoquimica la presencia de BDNF en el
musculo esquelético. Algunos autores encuentran BDNF en las células musculares
satélites (Mousavi et al., 2004; Omura et al., 2005) sobre las que participa en su
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diferenciacion). En base a nuestros hallazgos no podemos confirmar esos extremos. Por
el contrario, si hemos detectado TrkB en el aparato nervio intramuscular y no en los
miocitos, tal como ya habian observado Colombo et al. (2013), ya que segun estos
autores en el musculo BDNF sefializa por medio de p75NTR y no de TrkB. Al microscopio
Optico no se puede descartar que parte de la inmunorreaccién para TrkB observada se
localice en las placas motrices, y se conoce que BDNF actuando a través de TrkB

potencia la transmisién neuromuscular (Greising et al., 2015).

Una de las observaciones mas importantes de nuestro estudio fue que el ejercicio fisico,
con la forma de entrenamiento realizada (30 dias de ejercicio voluntario) eleva los
niveles de BDNF en musculo, plasma y cerebro. Hay que aclarar desde el este momento
que los incrementos en plasma no tienen por qué deberse a fuentes musculares
exclusivamente ya que también puede proceder de fuentes cutdneas o viscerales
(Lommatzsch et al.,, 2005). Y en cuanto al BDNF cerebral el incremento puede ser
debido a una elevacion sistémica o local cerebral. De cualquier manera, numerosos
estudios apoyan que la elevacion de BDNF circulante que se produce después del

ejercicio es de origen muscular.

Los hallazgos de nuestro estudio relativos a el aumento del BDNF en el musculo como
consecuencia del ejercicio estan de acuerdo con los de Yu et al. (2017) y de Matthews
et al. (2009) que vieron que el ejercicio eleva de la expresion de mRNA-BDNF y del
BDNF musculares. Pero no podemos afirmar si la mayor o menor expresion de BDNF

condicionada por el ejercicio depende del tipo de fibras (Jiménez-Maldonado et al.,
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2016) ni tampoco si los cambios guardan relacién con la modalidad de ejercicio

(Jiménez-Maldonado et al., 2018; Antunes et al., 2019)

También hemos encontrado, en consonancia con la mayoria de las investigaciones, que
el ejercicio aumenta los niveles plasmaticos de BDNF (Ferris et al., 2007; Yarrow et al.,
2010; Yu et al., 2017; Pereira et al., 2018). Pero no faltan estudios que no encuentran
cambios ni en el BDNF y la expresion del gen de BDNF después del ejercicio (Walsh et

al.,, 2015).

Otro hallazgo de sumo interés es el aumento en la cantidad de BDNF en el hipocampo-
cerebro tras el ejercicio; y aunque la elevacidn se encuentra en todas las edades fue

particularmente significativa en los animales de mayor edad.

Actualmente se acepta que el ejercicio mejora las funciones cognitivas y que esta
mejoria se debe, entre otras cosas, a un aumento del BDNF cerebral que favorece la
neurogénesis y sinaptogénesis en el adulto y la plasticidad sinaptica (Szuhany et al.,
2015; Venezia et al., 2016; Kim et al., 2019). Pero como ya comentamos en parrafos
anteriores no se sabe si el aumento en cerebro es por el BDNF sanguineo (Rojas Vega et
al., 2006; Rasmussen et al.,, 2009; Loprinzi y Frith, 2018) o por sinstesis local.
Recientemente se ha demostrado que las miocinas liberadas por los musculos tras el
ejercicio regulan la sintesis de BDNF en el giro dentado del hipocampo (Phillips et al.,
2014). Y utilizando técnicas de imagen no invasivas se ha observado el incremento de
BDNF en las regiones especificas del cerebro después del ejercicio (Krabbe et al., 2007;

Seifert et al., 2010).
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Nuestros hallazgos, dado el papel que el BDNF desarrolla en el cerebro, sugieren que el
ejercio puede ser una excelente terapia para mejorar las funciones cognitivas
deterioradas en el curso del envejecimiento normal y en las enfermedades
neurodegenerativas que cada vez tienen mayor incidencia en la poblacion (Campos et

al., 2016; Miyamoto et al., 2018).

Hasta donde nosotros conocemos no existen estudios que vinculen la expresion vy
cantidad de BDNF muscular a la inervacién. Nuestro estudio es el primero en demostrar
gue la inervacién reduce de forma dramatica el BDNF muscular. Este daros debe de ser
analizado en profundidad en futuros estudios ya que podria tener interés en la
recuperacion funcional en pacientes que hayan sufrido lesiones nerviosas o medulares,
ya que BDNF favorece la regeneracion axonica en estas situaciones (Sabatier et al.,,

2008; Gordon, 2009; Zhang et al., 2000; Wilhelm et al., 2012; Willand et al., 2016).

Por ultimo, hemos analizado la estructura y ultraestructura de los musculos de animales
deficientes en BDNF y TrkB. Mientras que los segundos fueron completamente
normales, los de los animales deficientes en BDNF mostraron cambios estructurales
relacionados posiblemente con la funcién de autocrinia/paracrinia dentro del musculo.
Pero teniendo en cuenta que no se conoce ninguna miopatia asociada a la ausencia de
BDNF no se puede explicar el origen de los cambios observados y son necesarios

ulteriores estudios para aclararlos.

6.3. Limitaciones del estudio y futuras linea de investigacion
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Aungue se han cumplido los objetivos propuestos al inicio del trabajo, a lo largo del
desarrollo del mismo se han ido apreciado algunas deficiencias en el modelo que serdn
subsanadas en estudios préximos. Consideramos que es imprescindible incrementar el
numero de animales para llegar a conclusiones definitivas y poder establecer la

significacion estadistica de los resultados.

Por otro lado, somos conscientes de que los resultados obtenidos en ratén nunca son

extrapolables a humanos. Por ello, dado el interés de los hallazgos, nos planteamos en

un futuro proximo repetir el estudio en sangre de sujetos voluntarios.
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7 « CONCLUSIONES

Tras el andlisis detallado de los datos obtenidos de la experimentacion y de la oportuna
discusion de los mismos con los datos existen en la literatura cientifica, se ha llegado a

las siguientes conclusiones:

1.- EI musculo esquelético del ratén expresa los dos componentes del sistema de
neurotrofinas BDNF/TrkB a nivel de mRNA y de proteina, y ambos son detectables a

la largo de las diferentes edades analizadas (desde los 10 dias hasta los 12 meses).

2.- El BDNF fue indetectable mediante técnicas de inmunohistoquimica en el musculo

esquelético y el TrkB se localizé en células del aparato nervioso intramuscular.

3.- El entrenamiento, mediante ejercicio voluntario, durante 30 dias produce aumento
de los niveles proteicos de BDNF en musculo, plasma y cerebro, siendo las

elevaciones mas significativas en los animales de mayor edad.

4.- Los niveles de BDNF muscular son regulados al menos en parte por la inervacion, ya
gue la seccion del nervio isquiatico los reduce significativamente en el tejido

muscular pero no es plasma o cerebro.

5.- La estructura y ultraestructura del musculo esquelético y del aparato nervioso
intramuscular, incluidos los husos neuromusculares, del raton no se ve afectada por

el déficit de TrkB, mientras que en los animales deficientes en BDNF se las células
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musculares son de menor tamafio, la matriz extracelular estd aumentada y

muestras alteraciones mitocondriales.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gago%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25224144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feito%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25224144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez-Molt%C3%B3%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25224144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Su%C3%A1rez%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25224144
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Su%C3%A1rez%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25230956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25230956

7. CURSOS IMPARTIDOS

- Curso de fisioterapia en el vértigo paroxistico benigno, desarrollado en la Universidad de Cadiz. 5 horas

- Curso de Experto Universitario en Macronutricién y Micronutricién aplicada a la salud y calidad de vida.
Universidad de Almeria. 5 horas.

- Curso de Rehabilitacién Celular en el campo de la fisioterapia. Universidad San Jorge de Zaragoza, 10
horas.

- Curso de Experto Universitario en Fisioterapia Manipulativa Osteopdtica y Terapia Afines. Universidad
de Almeria, 15 horas

- Jornadas de terapia manual: Diagnéstico diferencial cervical en osteopatia. Aveiro (Portugal)

- VI curso de cirugia de nervios periféricos y plexo braquial: Terapia Manual Neural: Neurodinamia. 1
hora.

- Ciclo de Cultura y Salud, desarrollado en el Centro de Servicios Universitarios de Avilés, con el titulo:
Fisioterapia en la mejora del rendimiento deportivo y salud, 1 hora.

- Monografico: el pie del corredor, organizado por el Colegio profesional de Poddlogos de Asturias. 1 hora

- Curso de Nutricién Celular Activa: : La micronutricidén y su importancia en la terapia manual. Trastornos
articulares y musculares.90 horas.

-V Jornadas Internacionales de Podologia organizado por el Colegio profesional de Poddlogos de Asturias,
1 hora

- VI Jornadas de Podologia del Principado de Asturias, organizado por el Colegio profesional de Podélogos
de Asturias, 13 horas lectivas.

- | Congreso Virtual Internacional en Salud y Calidad de Vida: Nutricién aplicada a la salud y calidad de
vida, organizado por la Asociacion de Docentes e Investigadores Jévenes en Educacién y Salud (ADDIJES),
el Departamento de didactica de la expresién musical, plastica y corporal de la Universidad de Granada y
el grupo de investigacion “Psicologia, Salud y Educacion (HUM-760) de la Universidad de Almeria.

- Curso de Experto en Nutricion Celular Activa Nivel 2: Trastornos musculoesqueléticos y osteoarticulares,
30 horas

- Curso Terapia Manual en Cefaleas y Vértigos, organizado por el llustre Colegio Profesional de
Fisioterapeutas de Andalucia, 40 horas.

- Curso ON LINE: Micronutricion aplicada a las alteraciones del Sistema Nervioso, organizado por el
Instituto de Formacion de Alimentos Funcionales (IFAF) en colaboracién con la Universidad de Almeria.
Codirector del curso, 45 horas.

- Curso ON LINE: Micronutricion aplicada a las alteraciones del Sistema Cardiovascular, organizado por el
Instituto de Formacion de Alimentos Funcionales (IFAF) en colaboracion con la Universidad de Almeria.

Codirector del curso, 45 horas.

- Curso de Terapia Manual en Cefaleas y Vértigos, organizado por el llustre Colegio Profesional de
Fisioterapeutas de Andalucia, 20 horas.

- Master Profesional en osteopatia, Kinesiologia y suplementacion en el deporte, organizado por la
Escuela SANASPORT, 30 horas
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- Curso de Terapia Manual en Cefaleas y Vértigos, organizado por el centro de fisioterapia Antonio Parejo,
15 horas

- Curso ON LINE: Micronutricién aplicada a las alteraciones del Sistema Nervioso - 22 Edicion, organizado
por el Instituto de Formacion de Alimentos Funcionales (IFAF) en colaboracion con la Universidad de
Almeria. Codirector del curso, 45 horas.

- Postgrado Fisioterapia Invasiva Musculoesquelética, organizado por Theraform (Elda-Alicante), 15 horas.

- Postgrado en osteopatia canina, organizado por Equilibrium y La Madriguera del lobo/Tecnican, 20
horas.

- Curso de Terapia Manual en Cefaleas y Vértigos, organizado por el centro de fisioterapia Antonio Parejo.
15 horas.

- Master Profesional en osteopatia, Kinesiologia y suplementacion en el deporte, organizado por la
Escuela SANASPORT. 15 horas.

- Postgrado en Fisioterapia Invasiva Musculoesquelética, organizado por Theraform, 15 horas.

- Curso de Rehabilitacién Celular, organizado por Theraform, 30 horas

- Curso de Nutricion Celular Activa. Laboratorios Nutergia, 270 horas.

- Curso de Rehabilitacion Celular, organizado por el centro de fisioterapia Antonio Parejo. 30 horas.

- Congreso de Nutricion Celular Activa: : NCA en las alteraciones del sistema dseo y arterial: nexos de
union. 6 horas.

- Congreso de Nutricion Celular Activa: : NCA en las alteraciones del sistema nervioso, 12 horas.

- Congreso de Nutricion Celular Activa: : NCA en las enfermedades crénico-degenerativas, 12 horas.

- Congreso de Nutricion Celular Activa: : NCA en el Sindrome Fibromialgico. 30 horas.

- Congreso de Nutricion Celular Activa: : NCA en las alteraciones de la tiroides, 6 horas.

- Curso ON LINE Antropologia de la alimentacidn, dietoterapia y nutricién celular activa, MODULO 2:
Alimentacién saludable y alimentos funcionales y MODULO 5: Inflamacién, dolor y reumatologia.
organizado por el Instituto de Formacién de Alimentos Funcionales (IFAF) y avalado por la comisién de
las profesiones sanitarias del sistema Nacional de salud. 30 horas

- Postgrado en Osteopatia Canina, Escuela Internacional de Osteopatia Canina, 60 horas.

- Curso de técnicas de masaje corporal, vital y terapéutico, Aulas de la Universidad Popular de Avilés
(AUPA), 1.530 horas.

- Curso principios basicos de medicina deportiva y didactica escolar, Aulas de la Universidad Popular de
Avilés (AUPA), 30 horas.

- Curso de ergonomia y psico-sociologia aplicada en la rama de higiene postural. PRAGMA. 90 horas.
- Cursos de osteopatia en escuelas nacionales privadas (FBEO,EOM, ITNM)

- Cursos de osteopatia animal en la escuela EQUILIBRIUM desde el afio 2009. Italia.
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- Cursos de osteopatia en la Accademia Internazionale di Formazione e Ricerca in Osteopatia e Medicina
Manuale (AIFROMM-Italia) periodo 2010-2011, 2011-2012, 2012-2013, 2013-2014, 2014-2015.

8. FORMACION COMPLEMENTARIA

- Curso de actuacion basica en situaciones de emergencia (primeros auxilios). Universidad de Oviedo,
45horas.

- Curso Método de Kabat. Universidad de Oviedo, 35 horas.
- Curso de vendajes en lesiones deportivas. Patronato Deportivo Municipal Carrefio. 5 horas.
- Curso Quiromasaje y técnicas basicas de Reflexologia Podal. Centro Natura Vitae, 155 horas.

- | Simposium "Nutricién y Ayudas Ergogénicas en el Deporte, Ultimos Avances. Organizado por la SAF y la
Escuela de Medicina del Deporte, 11 horas.

- Curso de técnicas manipulativas en la columna vertebral, 50 horas.

- Curso postgrado de diagnostico fisioterapico, 69 horas.

- Curso postgrado en método POLD de terapia manual, 60 horas.

- Curso postgrado de fisioterapia del sindrome de dolor miofascial, puntos gatillo, 34 horas.
- Curso postgrado de Masaje Cyriax, 20 horas.

- Curso postgrado de Electroterapia de alta, media y baja frecuencia, 48 horas.

- Curso monografico sobre Movilizacién Neuromeningea, 20 horas.

- Curso monografico sobre Reeducacién Postural Global (RPG), 20 horas

- Curso de Acupuntura para fisioterapeutas, medical-scientific acupuncture certificate por la World
Acupuncture Foundation. 60 horas.

- Certificado en Osteopatia con un total de 1.500h acreditado por la Escuela de Osteopatia de Madrid.
- Degree in Osteopathy defendido ante el tribunal internacional de ostedpatas en Zanica-Bérgamo.

- Curso de terapia manual para animales: Impartido por la Dra Emmanuelle Vandendriessche, directora
de la Academia Internacional de Quiropractica Animal. 100 horas

- Curso de terapias miofasciales | y Il (induccion craneosacra) y Ill (especializacion) : Impartidos por el
profesor Andrzel Pilat. 75 horas.

- Curso practico-tedrico de terapia craneosacral equina, 25 horas.
- Curso de Terapia Ortomolecular para fisioterapeutas, 25 horas.

- Curso de Experto en NCA expedido por el Instituto de Nutricion Celular Activa y la Asociacion Francesa
de Medicina Ortomolecular, 60 horas.
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- Curso Superior de NCA y Neuroinmunoenterologia expedido por el Instituto de Nutricion Celular Activa y
la Asociacion Francesa de Medicina Ortomolecular, 25 horas.

- Curso de Mesoterapia en el Aparato Locomotor para fisioterapeutas, 25 horas.

- Curso Bases y Fundamentos de la técnica Electrdlisis Percutanea Intratisular (EPI) .15 horas acreditadas
por la Comision de Formacion Continuada. 3,53 créditos.

- Curso de Ecografia en Rehabilitacion. 40 horas de duracion acreditado por la Comision de Formacion
Continuada de las Profesiones Sanitarias del Principado de Asturias con 7,8 créditos.

9. ACTIVIDAD PROFESIONAL

- Becario de la Escuela de Medicina del Deporte de Oviedo durante el afilo 200-2001,ultimo afio de carrera,
haciéndome cargo ademas del equipo de baloncesto femenino Universidad de Oviedo de categoria 12
Divisién Femenina; Temporada 2000-2001.

- Fisioterapeuta del equipo de baloncesto femenino de la Universidad de Oviedo de categoria Division de
Honor; Temporada 2001-2002

- Colaborador de Honor de la Escuela de Medicina del Deporte de Oviedo el afio 2001-2002, como
coordinador del servicio de fisioterapia de dicha escuela.

- Fisioterapeuta del Real club Avilés de futbol, tanto de la escuela de futbol (categorias inferiores) como del
equipo de 32 Division.

- Profesional autonomo que ejerce su trabajo en consulta privada desde hace 19 afios.

10. OTROS

- Miembro del Comité organizador del XXVII Congreso Nacional de Anatomia

- Miembro del comité cientifico en el | Congreso Virtual Internacional en Salud y Calidad de Vida:
Nutricién aplicada a la salud y calidad de vida, organizado por la Asociacion de Docentes e Investigadores
Jovenes en Educacion y Salud (ADDIJES), el Departamento de didactica de la expresidn musical, plastica y
corporal de la Universidad de Granada y el grupo de investigacion “Psicologia, Salud y Educacién (HUM-
760) de la Universidad de Almeria, celebrado del 11 al 19 de Octubre del 2018.

El abajo firmante D. Gorka Vazquez Rodriguez se responsabiliza de la veracidad de los datos contenidos
en el presente curriculum, comprometiéndose a aportar, en su caso, las pruebas documentales que le
sean requeridas.

En Avilés a 15 de Septiembre del 2019

Fdo: Gorka Vazquez Rodriguez
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Anexo 2 .Trabajo derivado de la tesis
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