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Resumen

Los trastornos musculo-esqueléticos son una de las principales causas de necesidad
de rehabilitacién en el mundo. En el ambito deportivo, las lesiones del sistema musculo-
esquelético representan entre el 10-55% del total de las lesiones. Debido a su alta
incidencia e impacto sobre la salud, el proceso de regeneracién muscular ha sido
ampliamente estudiado y caracterizado, pero todavia se continda en la busqueda de
estrategias terapéuticas que puedan acelerar el proceso de regeneracidon muscular y
mejorar el tejido muscular post-lesién. Gracias a su alta plasticidad el musculo
esquelético se adapta y responde ante diferentes estimulos con la finalidad de mantener
la homeostasis y mejorar su funcionalidad. La hipoxia hipobdrica intermitente (HHI) ha
demostrado que puede mejorar el transporte, liberacién y uso del oxigeno a nivel
muscular, pero su coexistencia con el frio en la biosfera abre las puertas a considerar el
uso combinado del frio y la hipoxia como herramienta para lograr beneficiosas
adaptaciones fisiologicas y musculares. Por todo ello, en la presente tesis se estudian los
efectos de la exposicion a la HHI y al frio, de forma independiente y combinada, en la

fisiologia de los animales y sobre los procesos de regeneracion muscular.

Se utilizaron machos-adultos de ratas Sprague-Dawley como modelo experimental.
Los animales fueron quirdrgicamente lesionados en su musculo gastrocnemio vy
aleatoriamente divididos en diferentes grupos: 1) Grupo CTRL: animales con
recuperacion pasiva; 2) Grupo COLD: animales expuestos a frio intermitente (4°C); 3)
Grupo HYPO: animales expuestos a HHI (altitud simulada 4500 m); 4) Grupo COHY:
animales expuestos a frio e hipoxia intermitente simultaneamente (4500 m + 4°C). Las
ratas fueron sometidas a las diferentes intervenciones durante 4 horas por dia a lo largo
de 9 o 21 dias. Ademas, se incluyeron 2 grupos adicionales, uno con la finalidad de
corroborar la simetria morfo-funcional entre el gastrocnemio derecho e izquierdo y el

otro, para validar el método de lesion.

Los resultados mostraron la existencia de una simetria tanto morfolédgica (area
transversal de las fibras y proporcién de fibras) como funcional (fuerza y resistencia a la
fatiga) entre el gastrocnemio derecho e izquierdo de las ratas. El método de lesidn
utilizado demostré ser util, produciendo alteraciones tanto en la arquitectura del tejido

como en su capacidad funcional. El uso de exposiciones intermitentes garantizé un



Resumen

crecimiento normal y el incremento de la masa muscular de los animales induciendo,
ademas, respuestas de aclimatacion como incrementos del tejido adiposo marrén en los
grupos expuestos al frio (COLD y COHY) e incrementos en el transporte de oxigeno en
sangre en los animales sometidos a HHI (HYPO y COHY). A nivel muscular, el grupo COLD
exhibié mejoras en la capilaridad muscular mediante incrementos de VEGF y del nUmero
de capilares, mientras que los grupos HYPO y COHY mejoraron la irrigacion de las fibras
gracias a la reduccion del tamafio de las fibras, pero sin detectarse un proceso
angiogénico. Los animales de los grupos COHY y COLD presentaron una acelerada
regeneraciéon muscular, observada a nivel histolégico a los 9 dias (reduccion del
porcentaje de fibras positivas en dMHC y con nucleos centrales) y a nivel funcional a los
21 dias. El grupo HYPO mostré una completa recuperacion de la lesion muscular (a nivel
histolégico y funcional) en 9 dias. Ademas la HHI demostrd ser un interesante anti-
fibrético reduciendo la deposicidn de colageno | en el lugar de la lesidn. El incremento
en el cociente pSer®’3Akt/Akt total observado tras 9 dias de tratamiento en los grupos
COLD, HYPO y COHY, junto con el incremento en el cociente pThrl”2AMPKa/ AMPKa
total observado en el musculo gastrocnemio del grupo HYPO, proporcionan indicios de
los posibles mecanismos responsables de la mejora de la regeneracién muscular

observada.
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Musculoskeletal disorders are one of the main causes of requirement for functional
rehabilitation in the world. In sports, musculoskeletal system injuries represent between
10-55% of all sustained injuries. Because of its high incidence and impact on health,
skeletal muscle regeneration process has been extensively studied and characterized.
However, still new therapeutic strategies need to be studied in order to accelerate the
muscle regeneration process and ameliorate muscle tissue after injury. Due to its high
plasticity, skeletal muscle can adapt and respond to different stimuli in order to maintain
the homeostasis and improve its functionality. It has been well stablished that
intermittent hypobaric hypoxia (HHI) can improve muscle oxygen transport, delivery and
utilization. However, hypobaric hypoxia always coexist with cold in the biosphere,
opening the possibility to consider the combined use of the exposure to these two
environmental factors as a tool to achieve beneficial physiological and muscular
adaptations. Therefore, in the present thesis we studied the effects of HHI and
intermittent cold exposure, separately and in combination, on the physiology of an

animal model and more specifically on the processes of muscle regeneration.

Sprague-Dawley adult-male rats were used as an experimental model. The animals
were surgically injured in one of their gastrocnemius muscles and then randomly divided
into different groups: 1) CTRL group: animals with passive recovery; 2) COLD group:
animals exposed to intermittent cold (4°C); 3) HYPO group: animals submitted to HHI
(simulated altitude of 4,500 m); 4) COHY group: animals exposed to intermittent cold
and hypoxia simultaneously (4,500 m + 4°C). All animals were subjected to the different
interventions for 4 h/day during 9 or 21 days. Moreover, two additional groups were
included, the first one to corroborate morpho-functional symmetry between the right
and left gastrocnemius muscles, and the second one to validate the protocol of injury

induction.

Our results showed the existence of morphological (fibre cross-sectional area and
fibre proportion) and functional (force and resistance to fatigue) symmetry between the
right and the left gastrocnemius muscles of the rats. The method used to induce a
muscle injury was proved optimal, because it caused functional and structural disorders.

The use of intermittent exposure protocols guaranteed normal growth and increased
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muscle mass in the animals, additionally inducing acclimatative responses such as
increments in brown adipose tissue in the animals exposed to cold (COLD and COHY)
and increments in blood oxygen transport capacity in animals exposed to hypoxia (HYPO
and COHY). At the muscular level, the COLD group exhibited enhanced muscle
capilarisation, through increments in VEGF and in the number of capillaries, whilst HYPO
and COHY groups improved skeletal muscle vascularisation due to a reduction in fibre
size, but without detecting an increased angiogenic process. Animals from COLD and
COHY groups presented faster muscle regeneration, which was observed at the
histological level after 9 days (reduction in the percentage of dMHC positive fibres and
with central myonuclei) and at the functional level after 21 days. HYPO group showed a
fully recovery from injury (both at the histological and functional levels) after 9 days.
Furthermore, HHI can be postulated as an interesting anti-fibrotic, by reducing collagen
| deposition at the site of injury. The increase in the pSer®’3Akt/total Akt ratio observed
after 9 days of treatment in the COLD, HYPO and COHY groups, together with the
increase in the pThr’2AMPKa/total AMPKa ratio observed in the gastrocnemius
muscles of HYPO groups, provide clues to the possible responsible mechanisms involved

in the observed improvement of muscle regeneration.
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AMPK

BAT
BW

CCA

CD
COHY
COLD
CT
CTRL

C/F

dMHC

eATPasa
ECM

EDL

EPO

FCSA

FD

Abreviaturas

Proteina quinasa activada por AMP (AMP-activated
Protein Kinase)

Tejido adiposo marrén o pardo (Brown Adipose Tissue)
Masa corporal (Body Weight)

Numero de capilares por cada 1000 um? de area de fibra
(Capillary Counts per Area)

Densidad capilar (Capillary Density)
Grupo frio intermitente + hipoxia

Grupo frio intermitente

Tiempo de contraccion (Contraction Time)
Grupo control

Cociente entre el niumero de capilares y el niumero de
fibras (Capillary-to-Fibre ratio)

Miosina de desarrollo de cadena pesada (Developmental
Myosin Heavy Chain)

Adenosina-trifosfatasa endotelial
Matriz extracelular (Extracellular Matrix)

Musculo extensor largo de los dedos (Extensor Digitorum
Longus)

Eritropoyetina

Area de la seccidn transversal de las fibras (Fibre cross
Sectional Area)

Densidad de fibras (Fibre Density)
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Abreviaturas

FG

FIG

FOG

GAS

GLUT1

Htc

Hb

HHI

HIF-1

HRT

HYPO

ICE

IGF-1

LFF

mATPasa

MCH

MCHC
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Fibras rapidas glucoliticas (Fast Glycolytic)

Fibras rapidas intermedias glucoliticas (Fast Intermediate
Glycolytic)

Fibras rapidas oxidativas glucoliticas (Fast Oxidative
Glycolytic)

Musculo gastrocnemio

Transportador de glucosa 1 (Glucose Transporter 1)

Hematocrito

Hemoglobina

Hipoxia hipobarica intermitente

Factor inducible por hipoxia 1 (Hypoxia Inducible Factor 1)

Tiempo medio de relajacién (Half-Relaxation Time)

Grupo hipoxia hipobarica intermitente

Exposicidn al frio intermitente (Intermittent Cold Exposure)

Factor de crecimiento insulinico 1 (Insulin Growth Factor 1)

Interleuquina (Interleukin)

Fatiga a baja frecuencia (Low Frequency Fatigue)

Miosina adenosina-trifosfatasa

Hemoglobina corpuscular media (Mean Corpuscular
Heamoglobin)

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (Mean
Corpuscular Hemoglobin Concentration)



MCV
MHC

mTOR

MRF

MuSC
Myf5

MyoD

NCF

NST

PAH

PAT
Pax7

PGC-1la

PO,

p70S6K

RS

RBC

Abreviaturas

Volumen corpuscular medio (Mean Corpuscular Volume)

Cadena de miosina pesada (Myosin Heavy Chain)

Diana de rapamicina en células de mamifero (Mammalian
Target of Rapamycin)

Factores reguladores miogénicos (Myogenic Regulatory
Factors)

Células satélite musculares (Muscle Satellite Cells)

Factor miogénico 5 (Myogenic Regulatory Factor 5)

Proteina de diferenciacién miogénica 1 (Myoblast
determination protein)

Numero de capilares en contacto coan cada fibra

Termogénesis no basada en tiriteo (Non-shivering
Thermogenesis)

Hipertensidon arterial pulmonar (Pulmonary Arterial
Hypertension)

Tejido adiposo perigonadal (Perigonadal Adipose Tissue)

Proteina de caja emparejada 7 (Paired box protein 7)

Coactivador del receptor gamma Ila activado por el
proliferador de peroxisomas (Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator coactivator 1a)

Presioén parcial de oxigeno

Proteina ribosomal S6 kinasa p70 (p70 ribosomal protein
S6 kinase)

Reticulo sarcoplasmatico

Gldébulos rojos (Red Blood Cells)
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Abreviaturas

SDH
SO
SOL
ST
TA
TetF

TGF-B1

TNF-a

VEGF

WBC

4E-BP
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Succinato deshidrogenasa

Fibras lentas oxidativas (Slow Oxidative)

Musculo sdéleo

Termogénesis de tiriteo (Shivering Thermogenesis)

Musculo tibial anterior

Fuerza tetanica maxima (Maximum Tetanic Force)

Factor de crecimiento transformable beta 1 (Transforming
Growth Factor Beta 1)

Factor de necrosis tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor
alpha)

Factor de crecimiento endotelial (Vascular Endothelial
Growth Factor)

Globulos blancos (White Blood Cells)

Proteina de unidn al factor de iniciacién de la traduccion
eucariota 4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein)
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1. Miusculo esquelético

El musculo esquelético representa aproximadamente el 40% del peso corporal total
de los mamiferos, siendo el érgano mds abundante (Huard et al., 2002; Mizunoya et al.,
2014; Silverthorn, 2019). La funcidn principal de los musculos es la de generar fuerza 'y
movimiento, asi como estabilizar las articulaciones y mantener o corregir las posiciones
corporales. Ademas, el musculo esquelético es una fuente de produccion de calor y
participa de forma activa en la termorregulacion (Tortora & Derrickson, 2018;
Silverthorn, 2019). Cabe destacar cuatro propiedades del tejido muscular: 1) la
excitabilidad eléctrica: capacidad para responder ante diferentes estimulos mediante la
generacion de sefiales eléctricas (potenciales de accion); 2) contractilidad: capacidad de
contraerse y generar tensién o fuerza de contraccidn ante un potencial de accién que lo
estimule; 3) extensibilidad: capacidad de ser estirado sin sufrir dafio o lesién; 4)
elasticidad: capacidad para recuperar su longitud y forma originales tras ser sometido a

una extensién o contraccion (Tortora & Derrickson, 2018).

1.1. Estructura del musculo esquelético

El musculo esquelético es un conjunto de cientos a miles de células o fibras
musculares (miocitos) que funcionan como una unidad. Cada musculo estd envuelto en
un tejido conectivo (epimisio) que lo protege y refuerza. Las fibras musculares, a su vez,
se agrupan en fasciculos (grupos de 10 a 100 fibras adyacentes), los cuales estan
rodeados por una vaina de tejido conectivo llamado perimisio (Figura 1). Finalmente,
cada fibra muscular, junto con el nervio y los capilares sanguineos asociados a ella, estan
envueltos por el endomisio (Figura 1). En los musculos esqueléticos, estas tres capas
principales de tejido conectivo o matriz extracelular (ECM, extracellular matrix) que
conforman el musculo se extienden mas alla de las fibras musculares y forman el tenddn
(Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021). Al punto de unién
del extremo de las fibras musculares y el tenddn se le denomina unidn miotendinosa y
puede llegar a soportar una fuerza de tensién de alrededor de 1000 kg (K&daridginen et
al., 2000). Por lo general, los musculos esqueléticos estan unidos a los huesos o capsulas

articulares a través de los tendones (Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021), los cuales
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estan principalmente formados por fibras de coldgeno. Estas fibras de colageno
confieren a los tendones fuerza de tensién y elasticidad, y capacidad de absorber los
impactos, posibilitando asi, por ejemplo, a los vertebrados terrestres a correr y saltar

(Kaariginen et al., 2000; Butler et al., 2021).

La irrigacidn muscular, esta organizada jerarquicamente, de forma que las arterias
musculares principales van progresivamente ramificdandose en vasos mas pequefos,

hasta llegar a formarse los capilares fibrilares (Shadrin et al., 2016).

1.1.1. Anatomia microscépica de la fibra muscular

Las fibras musculares son las células mas grandes del cuerpo (Silverthorn, 2019), son
cilindricas y alargadas, y son el elemento estructural basico del musculo esquelético
(Huard et al., 2002; Tortora & Derrickson, 2018). Durante el desarrollo embrionario,
cada fibra muscular nace de la fusidon de 100 o mas mioblastos o células mesodérmicas,
lo cual conlleva a que las fibras musculares sean multinucleadas. Los nucleos de las
células musculares maduras (mionucleos) se encuentran debajo del sarcolema, o
membrana plasmatica de las fibras, en una posicion periférica (Figura 1). Los mionucleos
pueden desaparecer por procesos de apoptosis (por ejemplo, en casos de distrofia
muscular) o aumentar en nimero gracias a la activacion y fusién de las células satélite
(por ejemplo, durante la reparacion del tejido muscular o la hipertrofia) (Huard et al.,

2002; Ciciliot & Schiaffino, 2010; Tortora & Derrickson, 2018).

El sarcoplasma, citoplasma de las células musculares, contiene una importante
cantidad de glucégeno, mitocondrias y mioglobina, pero principalmente esta compuesto
por unas finas estructuras llamadas miofibrillas. Las miofibrillas son los organulos
contractiles del musculo y se extienden a lo largo de toda la fibra muscular. Cada
miofibrilla estd rodeada de reticulo sarcoplasmatico (RS), lugar donde se concentra y
almacena el calcio (Ca?*). El RS estd formado por unos tubulos longitudinales con
terminaciones dilatadas (cisternas terminales). De estas cisternas terminales brotan los
tubulos transversos (tubulos T), los cuales emergen en el exterior de la célula, formando

invaginaciones en la superficie del sarcolema que penetran hasta las cisternas
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terminales del interior de la célula. Al complejo formado por un tibulo T y dos cisternas
terminales se le denomina triada. Los tubulos T contienen en su interior liquido
extracelular, y permiten que los potenciales de accién que se propagan a lo largo del
sarcolema viajen con rapidez al interior de fibra, garantizando la excitacion simultdnea
de todas las partes de la fibra muscular (Figura 1) (Tortora and Derrickson, 2018;

Silverthorn et al., 2019).

. dri
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Figura 1: Estructura y organizacidon microscépica del tejido muscular. Adaptada de Tortora & Grabowski (2002).

1.1.1.1. Miofibrillas y proteinas musculares

Las miofibrillas estdn formadas por estructuras proteicas mas pequenas, llamadas
filamentos o miofilamentos. Existen dos tipos de filamentos, los filamentos delgados
formados mayoritariamente por la proteina actina, y los filamentos gruesos compuestos
en su mayor parte por la proteina miosina. Cada filamento no se extiende a lo largo de
toda la miofibrilla, sino que se encuentra agrupado en unidades funcionales y
estructurales basicas llamadas sarcomeros. Los sarcdmeros son estructuras
filamentosas que presentan un patrdn repetitivo a lo largo de toda la miofibrilla. Cada
miofibrilla puede contener de cientos a miles de sarcémeros (Tortora & Derrickson,

2018; Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021).
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En las miofibrillas encontramos tres tipos de proteinas: 1) proteinas contractiles, las
cuales generan fuerza durante el proceso de contraccién; 2) proteinas reguladoras, las
cuales ayudan a activar y desactivar los procesos de contraccién muscular; y 3) proteinas
estructurales, que mantienen la alineacién de los filamentos, proporcionan elasticidad
y extensibilidad a las miofibrillas y conectan la matriz extracelular y las miofibrillas

(Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021).

Las proteinas contractiles son la miosina y la actina. La miosina es una proteina
motora, que tiene la capacidad de transformar la energia quimica del ATP (adenosin
trifosfato) en energia mecdnica, es decir, puede producir fuerza de contracciéon. La
cabeza de la miosina presenta dos puntos de unidn, un punto de unién con la actina y
un punto de unidn con el ATP (actividad ATPasa), mientras que la cola de la miosina se
dirige hacia la linea M del centro del sarcémero y junto a las colas de las miosinas
adyacentes forma el eje del filamento grueso. Por su parte, cada molécula de actina
tiene un punto de unidén a la miosina. Las moléculas de actina individuales se unen para
formar una hélice, la cual da lugar al filamento delgado (Figura 2b) (Tortora &

Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021).

Entre las proteinas reguladoras encontramos la tropomiosina y troponina (ambas
forman parte de los filamentos delgados). Cuando el musculo se encuentra en
relajacidn, hebras de tropomiosina cubren los puntos de unién de la miosina, evitando
asi su unidén con la actina. Por su parte, las moléculas de troponina, ayudan a mantener
las hebras de tropomiosina en su sitio. Por ultimo, entre las proteinas estructurales clave
encontramos la titina, la nebulina, la a-actinina, la miomesina y la distrofina. La titina 'y
la nebulina son las encargadas de la correcta alineacién de los filamentos gruesos y
delgados. Ademas, la titina, proteina gigante cuya longitud equivale a la mitad del
sarcoémero, confiere en gran medida la elasticidad y extensibilidad a los musculos,
ayudando a la recuperacion de su longitud original tras una elongacién o contraccion

(Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021).
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(a) Sarccimere

| I band > "~ A band

Titin Thin filament M line Thick filament

Figura 2: Estructura microscopica y disposicion de un sarcomero. (a) Micrografia electrénica de un sarcémero; (b)
Esquema de la estructura y disposicién de un sarcomero. Adaptada de Widmaier et al. (2006).

Los componentes de los sarcomeros se encuentran estructurados en diferentes
bandas o zonas. Un sarcdmero cuenta con un disco Z en cada uno de sus extremos, estos
sirven de lugar de union a los filamentos delgados y separan los sarcomeros entre si. La
banda A se extiende a lo largo de los filamentos gruesos, y es la parte mas oscura del
sarcomero (de esa propiedad deriva su denominacién: banda anisétropa, que no deja
pasar la luz). En la zona final de las bandas A, los filamentos gruesos y delgados se
superponen. La zona H, corresponde a la zona central de la banda A, donde
exclusivamente se encuentran los filamentos gruesos. En el centro de la zona H nos
encontramos con la linea M, la cual mantiene unidos los filamentos gruesos en el centro
de la zona H. Finalmente, la banda | corresponde a la zona donde exclusivamente se
encuentran los filamentos delgados, es una zona de color claro o isétropa (deja pasar la
luz uniformemente), y es atravesada por el centro por un disco Z. Es la alternancia y

repeticion a lo largo de la miofibrilla de las bandas | y bandas A (zonas claras y oscuras
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respectivamente) lo que le otorga la apariencia estriada al musculo esquelético (Figura

2) (Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021).

1.2. Funcién muscular

1.2.1. Acoplamiento excitacidon-contraccién

Se denomina acoplamiento excitacién-contraccidn a los diferentes eventos que se
llevan a cabo desde la generacién del potencial de accién en el musculo hasta el
deslizamiento de los filamentos. Los potenciales de accion llegan a la unidn
neuromuscular (sinapsis entre una motoneurona o neurona motora somatica y una fibra
muscular) a través de los axones terminales de las motoneuronas. En la unién
neuromuscular, el neurotransmisor acetilcolina es liberado por los axones terminales, y
sus receptores provocan la apertura de canales idnicos. La apertura de los canales
idnicos permite la entrada de sodio (Na*) al interior de la fibra muscular generando un
potencial de accion. El potencial de accidn viajara a través del sarcolema y se propagara
al interior de la célula a través de los tubulos T, provocando la liberacién de Ca?* del
interior del RS hacia al citosol. Cuando los potenciales de accidon cesan, los iones de calcio
son secuestrados desde el citosol al RS mediante bombas de calcio (Lopez Chicharro &

Fernandez Vaquero, 2006; Silverthorn, 2019).

1.2.2. Ciclo contraccion muscular

El ciclo de contraccion muscular comienza con la liberacion de Ca?* desde el RS hacia
el sarcoplasma. Una vez liberado, el i6n Ca?* se une a la troponina provocando el
desplazamiento de la tropomiosina, y por lo tanto, dejando libres los puntos de unién
de la actina con la miosina y permitiendo que estas se unan, momento en el que tiene
lugar el inicio del ciclo de contraccidn. El ciclo de contraccion puede dividirse en 4 pasos:
1) la cabeza de miosina hidroliza el ATP a ADP (adenosin difosfato) y un grupo fosfato
(Pi). La energia generada como consecuencia de esta reaccidon es almacenada en la
cabeza de la miosina. En este momento, la cabeza de la miosina se encuentra

perpendicular (angulo 90°) respecto a los filamentos gruesos y delgados, mostrando una
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orientacion propicia para unirse a una molécula de actina; 2) La cabeza de miosina
energizada, se une a la actina en un punto concreto, generando los denominados
puentes cruzados; 3) Tras la formacion de los puentes cruzados, la cabeza de la miosina
gira cambiando su posicidon a 45° en relacién con los filamentos gruesos y delgados.
Durante el cambio de posicidn, la miosina tracciona del filamento delgado, de forma que
este se separa del filamento grueso y se desplaza hacia el centro del sarcémero,
generando asi tensién o fuerza, accidén llamada golpe de fuerza. Una vez acaba esta fase
de deslizamiento el ADP es liberado de la cabeza de la miosina; 4) El puente cruzado,
formado por la actina y la miosina, se mantendra adherido hasta que la actina se una a
otra molécula de ATP momento en el cual ambas se separaran. Este proceso se lleva a
cabo de manera asincrénica entre los distintos puntos de unién, de forma que, en un
determinado momento algunas cabezas de miosina estaran formando junto a la actina
puentes cruzados, mientras que otras estaran separadas de la actina preparandose para
una futura unién. Esta alternancia en la formacion de puentes cruzados es la que permite
el deslizamiento de los sarcémeros. El ciclo de contracciéon se mantendrd siempre y
cuando se disponga de ATP y las concentraciones de Ca?* en el citosol sean adecuadas

(Figura 3) (Tortora & Derrickson, 2018).

Troponin

1; Myosin heads
hydrolyze ATP and
become reoriented ¢ s g
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2. Myosin heads bind
to actin, forming
crossbridges
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Actin Ca?

Contraction cycle continues if ATP is
available and Ca?* level in the
sarcoplasm is high enough

Myosin crossbridges rotate
toward center of the
sarcomere (power stroke)

4. As myosin heads bind
ATP, the crossbridges
detach from actin

Figura 3: Fases del ciclo de contraccion. Adaptada de Tortora & Derrickson, 2013.
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1.2.3. Relacion longitud-tension

Durante la contraccion muscular, las cabezas de miosina se unen y se deslizan a lo
largo de los filamentos delgados, traccionando de ellos y llevandolos hacia la linea M. A
medida que los filamentos delgados se desplazan hacia el centro del sarcémero, las
bandas | y H se estrechan, llegando a desaparecer en el momento de maxima
contraccion, aproximando los discos Z entre si y acortando el sarcomero. Sin embargo,
durante este proceso de contraccion, la banda Ay la longitud de los filamentos gruesos

y delgados no sufren cambios (Tortora & Derrickson, 2018).

La capacidad de contraccidon de los sarcémeros y, por lo tanto, su capacidad para
generar fuerza viene determinada por su longitud antes de la contraccion. Asi, la
longitud de los sarcomeros es un reflejo de la superposicion existente entre los
filamentos gruesos y delgados. En base a este principio, si al inicio de la contraccion la
longitud de los sarcomeros es muy larga, los filamentos gruesos y delgados casi no
podran superponerse, pudiendo crearse escasos puentes cruzados de actina-miosina.
Por el contrario, si la longitud del sarcémero es muy corta, la miosina no podra encontrar
nuevos puntos de unidn con la actina. De forma que, la longitud 6ptima del sarcémero
al inicio de la contraccién serd aquella que permita crear el mayor nimero de puentes
cruzados posibles entre los filamentos gruesos y delgados en un momento determinado,

pudiendo generarse asi la mayor fuerza de contraccién (Silverthorn, 2019).

1.2.4. Launidad motora

La unidad motora es la unidad bdsica de contraccidn del musculo esquelético, y esta
formada por una motoneurona y todas las fibras musculares a las que inerva. Una Unica
motoneurona puede inervar pequefios grupos de fibras, de 3 a 20 fibras (musculos
extraoculares, por ejemplo) o grandes grupos de fibras, de 2000 a 3000 fibras
musculares (por ejemplo, el muisculo gastrocnemio). El numero de fibras que forman
una unidad motora dependera de la funcién del musculo y de los tipos de movimientos
gue pueda realizar (Huard et al., 2002; Tortora & Derrickson, 2018). Todas las fibras

musculares de una unidad motora se contraen simultdneamente ante un potencial de
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accion, de forma que la fuerza de contraccién dependera del tamafio de las unidades
motoras (numero de fibras inervadas) y del nimero de unidades motoras reclutadas

(activadas) en un momento determinado (Tortora & Derrickson, 2018).

Un impulso nervioso generado por una motoneurona es capaz de producir un Unico
potencial de accidon en cada una de las fibras musculares a las que estimula, generando
una contraccién breve y aislada en cada fibra que conforma la unidad motora (Twitch
contraction). Los potenciales de accién siempre tienen la misma magnitud, de forma
gue, para generar una fuerza mayor serd necesario aumentar el ritmo de llegada de
impulsos nerviosos a la unién neuromuscular. Acortando el tiempo transcurrido entre
potenciales de accion la fibra muscular no tiene tiempo para relajarse entre estimulos,
lo que generara una contraccién de mayor magnitud, a este fendmeno se le denomina
sumacion. Pero si ademas los potenciales de accion se suceden de forma repetida (alta
frecuencia), las fibras musculares reducirdn su relajacion entre estimulos hasta llegar a
una contraccién muscular maxima, denominada tetania muscular (Figura 4) (Huard et

al., 2002; Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019).
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Figura 4: Fuerza de contraccidn a diferentes frecuencias de estimulacion. Adaptada de Tortora & Derrickson (2013).

Tanto la sumacién de ondas como la fuerza tetanica se deben, por un lado, a una
acumulacion de Ca?* mayor a lo habitual en el sarcoplasma, debido a los estimulos
consecutivos, y por otro, al estiramiento de los componentes eldsticos. Los tendones y

el tejido conectivo que conforman el musculo esquelético presentan cierta resistencia
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al acortamiento derivado de la contracciéon muscular, sin embargo, durante la sumacién
de ondas y contraccidn tetanica los elementos elasticos no tienen tiempo para recuperar
su longitud original y, por lo tanto, reducen su resistencia ante la siguiente contraccion,
permitiendo que la fuerza de contraccion sea mayor que la anterior (Tortora &

Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019).

1.2.5. Tipos de fibras musculares

El musculo esquelético de los mamiferos es heterogéneo. Las fibras musculares de
una misma unidad motora presentan rasgos estructurales y funcionales similares pero
no todas las unidades motoras tienen las mismas caracteristicas. La heterogeneidad de
unidades motoras confiere al musculo una alta flexibilidad para realizar tareas muy
diferentes y altamente especializadas, como mantener la postura, caminar, saltar,
golpear o cambiar de direccidn (Schiaffino & Reggiani, 2011). Asi, la composicion y
distribucién de las fibras dependerd del patrén de uso de cada musculo (Lépez Chicharro
& Fernandez Vaquero, 2006). Ademas, las fibras musculares se caracterizan por su alta
plasticidad, es decir, por su capacidad de responder ante cambios hormonales,

neuronales y metabdlicos (Schiaffino & Reggiani, 2011; Fukada et al., 2020).

Las fibras musculares pueden ser clasificadas de acuerdo con su velocidad de
contraccion, actividad metabdlica (capacidad oxidativa), contenido mitocondrial,
contenido de glucégeno, capacidad de almacenamiento de calcio, actividad ATPasa
miofibrilar (dependiente de pH), niveles de irrigacidn, resistencia a la fatiga o por la
isoforma de la cadena pesada de la miosina (MHC, Myosin Heavy Chain) que expresen
(Lépez Chicharro & Fernandez Vaquero, 2006; Butler et al., 2021). En base a las
diferentes caracteristicas estructurales y funcionales previamente mencionadas, las

fibras musculares de los mamiferos se han clasificado de la siguiente manera (Tabla 1):

1.2.5.1 Fibras tipo |

Este tipo de fibras presentan una isoforma de la cadena pesada de la miosina llamada

MHC-I. Es el tipo de fibra que mas lentamente hidroliza el ATP, es decir, la actividad
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ATPasa de la cabeza de la miosina es mas lenta que la de los otros tipos de fibras. Es por
ello, y por su ciclo de contraccidn, que son denominadas fibras lentas (Lopez Chicharro

& Fernandez Vaquero, 2006; Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019).

Las fibras tipo | cuentan con un menor nimero de miofibrillas que las fibras tipo Il 'y
su linea Z presenta un mayor grosor que la del resto de fibras, ademas, sus sarcémeros
presentan un mayor grado de acortamiento. El RS y los tubulos T de las fibras lentas
tienen una menor superficie que se corresponde con una menor frecuencia de
transmisién de potenciales de accién (Lopez Chicharro & Fernandez Vaquero, 2006;

Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019).

En cuanto a su metabolismo, las fibras tipo | obtienen la mayor parte del ATP a través
de metabolismo aerdbico (ciclo de Krebs y fosforilacidon oxidativa). Para ello cuentan con
una gran red de capilares, que permite un dptimo intercambio gaseoso y de substratos
y una adecuada eliminacién de deshechos. El metabolismo aerdbico de estas fibras se
sustenta gracias a las altas concentraciones de mioglobina y el gran volumen
mitocondrial con el que cuentan. Debido a todas las caracteristicas previamente
mencionadas, estas fibras son clasificadas como fibras SO (Slow-Oxidative), es decir,
fibras de contraccién lenta de caracter oxidativo. Son células bien preparadas para
ejercicios aerdébicos prolongados y el mantenimiento de la postura (Lopez Chicharro &

Fernandez Vaquero, 2006; Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019).

1.2.5.2. Fibras tipoll

Este tipo de fibras tiene una velocidad contractil de tres a cinco veces mayor que las
fibras tipo |, y es por ello que son denominadas fibras rapidas. Las fibras rapidas a su vez
se pueden subdividir en tres subgrupos, en funcién de la isoforma de la MHC que
expresen. Asi, la velocidad para hidrolizar ATP por parte de la miosina sera: mayor en
aquellas fibras que expresen la isoforma MHC-2B, intermedia en las fibras que expresen
laisoforma MHC-2X y menor en las que presenten la isoforma MHC-2A (Lépez Chicharro
& Fernandez Vaquero, 2006; Schiaffino et al., 2007; Schiaffino & Reggiani, 2011; Tortora
& Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019).
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Las fibras tipo Il cuentan con un RS y unos tubulos T mas desarrollados y de mayor
superficie y volumen que las fibras de tipo I, permitiéndoles almacenar, liberar y
recuperar mas rapido el Ca%* y, por consiguiente, producir ciclos de contraccién-
relajacién mas rdpidos (Lopez Chicharro & Fernandez Vaquero, 2006; Tortora &

Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019).

Las fibras tipo Il tienen una alta actividad glucogenolitica y glucolitica, ya que
dependen en mayor medida de la glucdlisis para obtener energia. Debido a la menor
importancia que tienen las vias metabdlicas oxidativas en la produccion de ATP, este
tipo de fibras tiene un menor volumen mitocondrial, menores cantidades de mioglobina
y estan irrigadas por menos capilares. Los diferentes subtipos de fibras tipo Il, también
se caracterizan por su metabolismo. Asi, las fibras IIA (MHC-2A) tienen un caracter mas
oxidativo y son denominadas por su cardcter metabdlico fibras FOG (Fast Oxidative
Glycolytic), fibras de contraccién rapida de cardcter oxidativo-glucolitico. Las fibras 11B
(MHC-2B), presentan gran actividad anaerdbica y ausencia de actividad oxidativa y son
nombradas fibras FG (Fast Glycolytic), fibras de contraccidn rapida glucoliticas no
oxidativas (o anaerdbicas). Por ultimo, encontramos con las fibras 11X (MHC-2X), estas
fibras presentan un caracter metabdlico intermedio entre las fibras tipo IIA y IIB, y
debido a esto, reciben el nombre de FIG (Fast Intermediate Glycolytic), fibras de
contraccion rapida glucoliticas-intermedias. Las fibras de contraccidn rapida presentan
una gran capacidad para generar tension, pero a su vez son mas rapidamente fatigables
que las fibras SO (Lépez Chicharro & Fernandez Vaquero, 2006; Schiaffino et al., 2007;
Schiaffino & Reggiani, 2011; Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019). Cabe
destacar la ausencia de las fibras tipo 1IB en los humanos, asi, las fibras tipo 11X son las
que menor actividad oxidativa presentan en el misculo humano (Schiaffino & Reggiani,

2011).
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Tabla 1: Tipos y caracteristicas de las fibras musculares

Introduccién

SO FOG FIG FG

Fiber type Slow oxidative Fast oxidative-glycolytic Fast intermediate- Fast glycolytic
glycolytic

:V'N}’:c")“isho‘:‘(")‘gn‘hai“ MHC | MHC 1A MHC 11X MHC 1IB
Twitch time course Slow Moderately fast Fast Very fast
Power produced Low Medium High Very high
Fatigue resistance High Moderately high Low Very low
Endurance Hours <30 mim < few min <1 min
Myosin ATPase activity Low Moderately high High Very high
Oxidative capacity High High Low Very low
Glycogen content Low High High High
Myoglobin content High Medium to high Medium to low Low
Mitochondrial density High Medium to high Medium to low Low
Capillary density High Medium to high Medium to low Low
Metabolic activity Aerobic Aerobic Short term aerobic Mainly anaerobic

(Lopez Chicharro & Fernandez Vaquero, 2006; Tortora & Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019; Butler et al., 2021)
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1.2.6. Reclutamiento de las unidades motoras

La contraccion muscular necesita de un reclutamiento progresivo de unidades
motoras, de forma que en la medida en la que se va requiriendo mas fuerza se van
reclutando mas unidades motoras. Las unidades motoras son activadas de forma aditiva
y siguiendo el siguiente orden: 1) fibras tipo | = 2) fibras tipo IIA = 3) fibras tipo IIX =2
4) fibras tipo 1IB. El reclutamiento de las fibras tipo Il, se lleva a cabo con posterioridad
al reclutamiento de las unidades motoras de las fibras tipo I, y son estimuladas para

llevar a cabo trabajos de alta intensidad (Kenney et al., 2014).

2. Lesion y regeneracion muscular

2.1. Lesiones musculares

2.1.1. Definicion y epidemiologia de las lesiones musculares

Los trastornos musculo-esqueléticos (fracturas, esguinces, distensiones o
enfermedades crénicas), pueden causar dolor y limitacién de la movilidad, de la destreza
y de la funcion locomotriz, reduciendo la capacidad para trabajar de las personas, y
representan la principal causa de necesidad de rehabilitacién en el mundo (WHO, 2021).
Segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) aproximadamente 1.710 millones de

personas en el mundo sufre algun tipo de afeccién musculo-esquelética (WHO, 2021).

Una lesién es definida como un dafo, una herida o una pérdida (Tiidus, 2008), mas
concretamente, una lesion muscular se caracteriza por la disrupcion de la estructura
normal de las miofibrillas acompafiada por una reduccién en la produccién de fuerza. En
el deporte, las lesiones del sistema musculo-esquelético son una de las principales
causas de lesion (Jarvinen et al., 2014; Hamilton et al., 2015; Edouard et al., 2016),
representando el 10-55% del total de las lesiones deportivas (Jarvinen et al., 2007;
Maffulli et al., 2014). Cabe destacar, que las diferencias anatémicas y fisiolégicas pueden
influir en que la incidencia y el riesgo de lesidon entre hombres y mujeres sea diferente.

Asi, en deportes como el atletismo las lesiones musculares suponen un 46% en hombres
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y un 35% en mujeres del total de las lesiones (Edouard et al., 2016). Los musculos
biarticulares son aquellos mas susceptibles de sufrir una lesién, es por ello, que los
grupos musculares como los isquiotibiales, cuadriceps, abductores y el gastrocnemio
son los mas frecuentemente lesionados (Malliaropoulos et al., 2011; Mueller-Wohlfahrt

et al., 2013; Maffulli et al., 2014; Valle et al., 2018).

2.1.2. Causasy clasificacion de las lesiones

Las lesiones musculares pueden ser generadas por causas indirectas, como isquemias
o disfunciones neuroldgicas, o por causas directas que generan una deformaciéon o un
traumatismo (Li et al., 2001; Huard et al., 2002). Entre las lesiones causadas por un
trauma directo encontramos tres motivos principales de lesién muscular (Li et al., 2001;
Huard et al., 2002; Jarvinen et al., 2007, 2014; Maffulli et al., 2014; Valle et al., 2018): 1)
Laceracion: este tipo de lesiones son causadas por impactos contra superficies afiladas
o cortantes; 2) Contusion: este tipo de lesiones ocurren cuando el musculo es dafiado
debido a un golpe o compresién directa (contra un oponente, un objeto, etc.); 3)
Distensidn: el motivo de estas lesiones son una excesiva fuerza de tension ejercida, una
elongacién excesiva sufrida por las miofibrillas musculares (por ejemplo, contracciones
excéntricas). Son las dos ultimas causas (contusidn y distensidn), las responsables del
90% de las lesiones musculares en el deporte (Jarvinen et al., 2007, 2014), siendo
ademas la unidon miotendinosa distal el lugar mas comun, ya que es el lugar ddnde mas
fuerza se ejerce y se transfiere al musculo (Souza & Gottfried, 2013; Jarvinen et al.,

2014).

De acuerdo con la severidad clinica que presentan, las lesiones pueden ser
clasificadas en diferentes grados. Existen diferentes tipos de clasificaciones y
graduaciones (Kujala et al., 1997; Jarvinen et al., 2007, 2014; Mueller-Wohlfahrt et al.,
2013; Souza & Gottfried, 2013; Pollock et al., 2014; Maffulli et al., 2014); pero ante la
falta de unanimidad, en este trabajo se ha decidido seguir la siguiente clasificacién para
las lesiones musculares: 1) Lesiones de grado | o leves: sélo un pequeiio nimero de
fibras presentan distension o desgarro. La pérdida de integridad estructural, el grado de

inflamacion y la pérdida de funcidn y/o movilidad son minimas; 2) Lesiones de grado Il
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o moderadas: se observa un mayor numero de fibras dafiadas y una clara pérdida de la
funcién muscular y capacidad contractil; 3) Lesiones grado lll o graves: el dafo
miofibrilar se extiende por toda la seccidn transversal del musculo, produciendo una
pérdida completa de funcidn muscular (Kujala et al., 1997; Jarvinen et al., 2007, 2014;

Souza & Gottfried, 2013).

Otro de los aspectos que se consideran en la clinica de las lesiones musculares
corresponde al lugar donde se desarrolla el hematoma. De esta forma, cuando estamos
ante un hematoma intramuscular, la sangre extravasada queda dentro de la fascia, la
cual se encuentra intacta, generando una presién intramuscular. En estos casos, esta
inflamacién comprime el sangrado de los vasos sanguineos limitando la expansion del
hematoma. En los casos en los que la fascia se ve dafiada, el hematoma se extiende a
nivel intermuscular, ocupando los espacios interfasciales e intersticiales, no causando
presion intramuscular, pero si credndose un hematoma de mayor extension (Kujala et

al., 1997; Jarvinen et al., 2014).

2.2. Proceso de regeneracion muscular

La regeneracién muscular es un importante proceso homeostatico que permite
restablecer la arquitectura de las fibras musculares dafadas tras una lesiéon y mantener
la masa muscular. Es un proceso perfectamente orquestado de eventos celulares y
moleculares que se activan secuencialmente con el fin de mantener la estructura y la
funcién muscular (Figura 5). Sin embargo, alteraciones en el proceso de regeneracion
muscular pueden llevar a situaciones fisiopatolégicas que afectan a la salud (Forcina et

al., 2020).
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Myofiber necrosis

Inflammatory response

Neutrophils
Pro-inflammatory Macrophages

Anti-inflammatory Macrophages

Regenerative myogenesis
Satellite cells activation, proliferation,
differentiation and fusion
Maturation
ECM remodeling
Fiber growth
Revascularization
Funcional recovery

Fibres re-innervation
Adult fast MyHC Slow MyHC

Figura 5: Fases del proceso de regeneracion muscular. Basado en Ciciliot & Schiaffino (2010); Laumonier & Menetrey,
(2016); Forcina et al. (2020).
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2.2.1. Fase de degeneracidon-necrosis

En una lesidén muscular la membrana plasmatica y la lamina basal de las fibras
musculares suelen verse dafiadas, produciéndose un incremento de la permeabilidad de
las miofibras. La lesion de la membrana conlleva la alteracion de la homeostasis de Ca?*,
un flujo idnico descontrolado, una disfuncion de los organulos y la pérdida de la
arquitectura normal de las fibras. Ante el exceso de acumulacién de Ca?* extracelular, se
activan calpainas (proteasas dependientes de calcio), caspasas y fosfolipasas que
contribuyen a la rapida degradacion o necrosis de las miofibrillas y otros organulos
celulares (Souza & Gottfried, 2013; Laumonier & Menetrey, 2016; Forcina et al., 2020).
Para evitar que la necrosis se extienda a lo largo de toda la miofibrilla, tiene lugar la
creacién de una banda de contraccién a modo de “cortafuegos” en los extremos de la
lesidn. Esta formacidn condensa proteinas citoesqueléticas con el fin de prevenir la
completa destruccién de las miofibrillas y detener la propagacion de la necrosis. El
espacio lesionado queda asi rodeado por las bandas de contraccidn y suele ser ocupado
por el hematoma (Li et al., 2001; Huard et al., 2002; Ciciliot & Schiaffino, 2010; Turner &
Badylak, 2012; Jarvinen et al., 2014; Laumonier & Menetrey, 2016; Forcina et al., 2020).

La alteracién del sarcolema de las miofibras provoca que proteinas musculares como
la creatina quinasa (CK), lactato deshidrogenasa (LDH) y troponina puedan encontrase
en el plasma, sirviendo como biomarcadores de dafio muscular (Chargé & Rudnicki,

2004; Souza & Gottfried, 2013; Forcina et al., 2020).

2.2.2. Fase inflamatoria

Las lesiones suelen dafiar los vasos sanguineos musculares, provocando, debido a la
alta vascularizacion del tejido, la formaciéon de hematomas. Los vasos sanguineos, a su
vez, sirven como sefializadores, a través de la liberacion de citoquinas, para atraer
leucocitos del torrente sanguineo. Ademas, la materia intracelular liberada al espacio
extracelular tras la ruptura de la membrana plasmatica también ejerce como elemento
sefializador (DAMPs, Damage-Associated Molecular Patterns), activando respuestas

inflamatorias (Souza & Gottfried, 2013).
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Los neutrofilos son las primeras células inflamatorias mieloides en llegar al lugar de
la lesidn (1-6 h post-lesidn), alcanzando su pico de invasién a las 12-24 h posteriores a la
lesidon (Chargé & Rudnicki, 2004; Laumonier & Menetrey, 2016; Forcina et al., 2020). Los
neutréfilos son necesarios para eliminar los restos miofibrilares y secretan grandes
cantidades de citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y factores de crecimiento, con
el fin de crear un microambiente quimioatrayente para otras células inflamatorias como
los macréfagos (Laumonier & Menetrey, 2016; Forcina et al., 2020). La actividad
fagocitica de los neutréfilos, a su vez, produce una gran secrecién de radicales libres en
el lugar de la lesion. Estas especies reactivas pueden agravar la respuesta inflamatoria 'y
crear un dafio secundario en las fibras sanas adyacentes (Li et al., 2001; Souza &

Gottfried, 2013; Forcina et al., 2020).

Tras el descenso de la poblacién de neutréfilos, los macrofagos se convierten en las
células inflamatorias predominantes, pudiendo llegar desde los capilares cercanos al
sitio de la lesidon o desde el epimisio y/o perimisio (Souza & Gottfried, 2013). Se han
identificado dos subpoblaciones de macréfagos que participan en la regeneracién
muscular: los macréfagos M1 o macréfagos pro-inflamatorios (CD68*) y los macréfagos
M2 o anti-inflamatorios (CD163*). Los macréfagos M1 actian durante las primeras horas
tras la lesion (24-48 h) y participan en la lisis y eliminacidn de miofibrillas dafiadas
(fagocitosis del tejido necrdtico), pero, ademas, secretan citoquinas pro-inflamatorias,
como el factor de necrosis tumoral (TNF-a, Tumor Necrosis Factor a) y la interleuquina
B1 (IL- B1), y estimulan la proliferacion de mioblastos. Los macréfagos M2 aparecen
entre los dias 2 y 4 tras la lesion muscular, atentan el proceso inflamatorio secretando
citoquinas anti-inflamatorias, como la interleuquina-10 (IL-10), y ayudan al proceso de
reparacion muscular promoviendo la proliferacidn, diferenciacidon y fusién de células
satélite, la sintesis de proteinas miofibrilares y, por lo tanto, favorecen la formacidn de
nuevos miotubos (Ciciliot & Schiaffino, 2010; Turner & Badylak, 2012; Laumonier &
Menetrey, 2016; Dueweke et al., 2017; Forcina et al., 2020).

Un gran numero de agentes celulares presentes en la zona de la lesion, entre ellos los
neutrdfilos, los macréfagos, los mastocitos (Forcina et al., 2020) y los linfocitos T (Huard

et al., 2002; Souza & Gottfried, 2013) son los encargados de secretar moléculas pro-
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inflamatorias como TNF-a e interferén-y (IFN-y), interleuquinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-1pB),
factores de crecimiento, como por ejemplo, el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF, Fibroblast Growth Factor), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, Hepatocyte
Growth Factor), factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1, Insulin-like Growth Factor 1),
el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor),
el factor de crecimiento transformable beta-1 (TGF-B1, Transforming Growth Factor 1),
y moléculas de adhesidn (selectinas [P-selectina, L-selectina y E-selectinal), las cuales
regularan la proliferacion y diferenciacion de mioblastos, jugando un papel fundamental
en la futura reparacion muscular (Li et al., 2001; Huard et al., 2002; Laumonier &

Menetrey, 2016; Forcina et al., 2020).

2.2.3. Fase de regeneracién muscular

En humanos la fase de regeneracidn suele tener lugar los primeros 4-5 dias post-
lesidn, alcanzando su pico a las 2 semanas, momento a partir del cual su actividad va
reduciéndose progresivamente hasta las semanas 3-4 post-lesion. En esta fase, las fibras
dafiadas ya necrotizadas son reemplazadas por fibras de nueva formacion, que emanan
entre el tejido conectivo cicatricial (Huard et al., 2002; Jarvinen et al., 2014; Laumonier

& Menetrey, 2016).

Las fibras musculares son células post-mitéticas, de forma que no tienen la capacidad
de dividirse (Laumonier & Menetrey, 2016), es por ello, que son las células miogénicas
del musculo esquelético, las células satélite musculares (MuSC, Muscle Satellite Cells),
las principales responsables de la reconstruccion del musculo esquelético. Las MuSC se
encuentran en un estado quiescente entre la [dmina basal y el sarcolema de las miofibras
y son activadas por diferentes factores de crecimiento y citoquinas para el crecimiento
postnatal del musculo y la regeneracién muscular (Souza & Gottfried, 2013; Forcina et

al., 2020).
La caracteristica principal de las MuSC es su capacidad de auto-renovacidn, gracias a

esto el nimero de MuSC tras los procesos de regeneracion y/o crecimiento muscular se

mantiene, pudiendo garantizarse un reservorio suficiente de estas para su futuro uso.
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Las MuSC tienen la capacidad de dividirse simétricamente, dando lugar a la creacion de
dos hijas idénticas, que pueden permanecer quiescentes o proliferar y diferenciarse
miogénicamente. Ademas, también pueden dividirse asimétricamente, de manera que
cada MuSC generard una hermana: una sera PAX7*/MyoD" (Paired box7/Myoblast
determination protein 1), de forma que permanecerd quiescente, mientras que la otra
serd Pax7/MyoD*/Myf5* (Paired box7/Myoblast determination protein/Myogenic
regulatory factor 5), y por lo tanto, podra comenzar la diferenciacién miogénica (Forcina
et al., 2020). El ciclo de las MuSC es controlado por un complejo sistema de regulacion
en el que participan tanto factores intrinsecos como extrinsecos (Shadrin et al., 2016;

Laumonier & Menetrey, 2016).

En una lesién muscular no se activan exclusivamente las MuSC del lugar dafiado, sino
que se activan todas las células satélite presentes a lo largo de toda la longitud de la
fibra muscular, provocando la proliferacion y migracion de las MuSC al lugar del dafio y
redistribuyendo las células progenitoras a lo largo de toda la miofibra (Chargé &
Rudnicki, 2004; Shadrin et al., 2016). Una vez activadas, las MuSC proliferan y se
diferencian formando miocitos, estos uUltimos se podran fusionar con las miofibras
existentes, reparar las fibras dafiadas o fusionarse entre ellos para dar lugar a nuevos
miotubos multinucleados (Figura 6) (Li et al., 2001; Forcina et al., 2020). La proliferacién
de las MuSC esta regulada por factores de crecimiento, mientras que la diferenciaciéon
es regulada por factores miogénicos (MRFs, Myogenic Regulatory Factors) como Myf5,
MyoD, miogenina y MRF4 (Fu et al., 2015). La regeneraciéon muscular requiere de un
proceso coordinado en el que estan perfectamente reguladas la activacidn, proliferacién
y migracién celular, y el reconocimiento y la adhesidn, para garantizar un eficaz proceso
de fusion (Forcina et al., 2020). El éxito de este proceso repercutird sobre la

recuperacion total de la funcion muscular (Laumonier & Menetrey, 2016).
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Figura 6: Miogénesis del tejido muscular adulto durante la regeneracion muscular. Basada en le Moal et al. (2017).

En el proceso de regeneracion muscular pueden participar otras células madre, mas
alla de las propias células madre musculares, como las células progenitoras endoteliales,
las células madre intersticiales, células madre derivadas de la médula dsea vy

progenitores fibroadipogénicos (Forcina et al., 2020).

2.2.4. Fase de remodelacion y maduracién

La ultima fase de la regeneracidn muscular consiste en la regeneracion y maduracién
de las fibras dafiadas, la formacién y remodelacién de la ECM, la revascularizacién del
tejido, la reinervacion de las fibras musculares y la recuperacion de la funcidon muscular.
Esta ultima fase en humanos tiene lugar alrededor de la segunda semana y decrece
paulatinamente a la semana 3-4 post-lesidon (Souza & Gottfried, 2013; Jarvinen et al.,

2014; Shadrin et al., 2016).
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2.2.5. Remodelacion de la matriz extracelular

Junto con la formacién de nuevas fibras musculares tiene lugar la deposicidn de tejido
conectivo o ECM. Asi, en una reparacion fisioldgica, la deposicidn de tejido conectivo y
el crecimiento de nuevas fibras estan equilibrados. Los fibroblastos tienen un papel
fundamental en la reparacién del tejido muscular, ya que ayudan a la reparacion de las
miofibras dafiadas, pero ademas segregan proteinas de la ECM como colageno | y lll,
fibronectina, elastina, proteoglicanos, glucoproteinas, laminina y factores de
crecimiento (Li et al., 2001; Souza & Gottfried, 2013). En los primeros estadios del
proceso de reparacion, la deposicidn de tejido conectivo ejerce de puente de unién,
ocupando el lugar de los trozos de fibras musculares ausentes, y mantiene la
arquitectura general del musculo, ademas, sirve de sustento para las células infiltrantes,
ayuda a preservar la capacidad de transduccién de fuerza a lo largo del musculo y ejerce
de proteccion en el lugar de la lesién (Li et al., 2001; Turner & Badylak, 2012; Souza &
Gottfried, 2013; Laumonier & Menetrey, 2016; Forcina et al., 2020). Pero un exceso de
acumulacién de fibroblastos puede causar un aumento en la deposicion de colageno, lo
cual dificultara la difusidn de nutrientes a las miofibras y la migraciéon y fusion de
mioblastos, produciendo la formacién del denominado tejido cicatricial o fibrosis en el
lugar de la lesidn. La fibrosis se caracteriza por la acumulacion excesiva de matriz
extracelular, sobre todo coldgeno tipo |, dificultando la completa recuperacidn funcional
del musculo (reduccion de fuerza y/o elasticidad) (Li et al., 2001; Laumonier & Menetrey,
2016; Forcina et al., 2020). El factor de crecimiento TGF-B1 es el mayor estimulador de
los procesos fibréticos, ya que es un precursor de la conversion de mioblastos en
miofibroblastos y de la deposicidon de colageno I/lll, laminina y fibronectina (Souza &

Gottfried, 2013; Laumonier & Menetrey, 2016).

2.2.6. Vascularizacion

En las lesiones musculares la red vascular suele en muchas de las ocasiones verse
dafiada, produciéndose una hipoxia en el lugar de la lesidn. Es por ello, que la rapida
formacidn de nuevos capilares en el lugar de la lesion es imprescindible para garantizar

una exitosa regeneracidon y una recuperacion funcional completa. Un proceso de
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revascularizacion incompleto conducira a una fibrosis excesiva. El factor de crecimiento
VEGF ha sido caracterizado como uno de los mas importantes factores angiogénicos que

mejoran la recuperacion muscular tras una lesién (Laumonier & Menetrey, 2016).

2.2.7. Innervacion

Se puede considerar que una completa recuperacidn muscular tiene lugar cuando las
miofibras estdan completamente regeneradas y son inervadas. Dentro de las 2-3
primeras semanas post-lesion tiene lugar la creacion de la unién neuromuscular, lo cual
es esencial para llevarse a cabo en las ultimas fases del proceso de regeneracion el
crecimiento y maduracioén de las fibras y la recuperacion de la funcidn. De no ocurrir
esta conexion neuromuscular las nuevas fibras sufrirdn un proceso atréfico (Jarvinen et
al., 2007; Ciciliot & Schiaffino, 2010; Turner & Badylak, 2012; Laumonier & Menetrey,
2016; Forcina et al., 2020). Las fibras de nueva formacién expresan en las primeras fases
una miosina tipica de la etapa de desarrollo (MHC embrionaria y/o neonatal). La
transformacién de un fenotipo de MHC de desarrollo a un fenotipo adulto se puede
llevar a cabo sin inervacioén, pero la inervacion de la fibra si que serd necesaria para que
las fibras de nueva formacién que expresen MHC-II puedan hacer el cambio natural

hacia unas fibras MHC-I (Ciciliot & Schiaffino, 2010).

2.3. Re-injury

Las lesiones tipo Il y lll (moderadas-severas) en muchas ocasiones generan atrofia
persistente. También es muy comun encontrar tras estas lesiones la acumulacién de
tejido cicatricial y una reduccion de la funcionalidad del musculo. Los musculos con
lesiones de estas caracteristicas son mas susceptibles de sufrir una lesién consecutiva

en el mismo lugar, la cual se traducird en una todavia mayor atrofia y fibrosis.

En el ambito deportivo, una lesidn previa se considera como uno de los factores de
mayor riesgo para sufrir una nueva lesién en el mismo musculo (Hagglund et al., 2006).
Se considera que, por ejemplo en el dmbito del fatbol, un 7-31% de los musculos

lesionados por tensidn acaban sufriendo una lesidon recurrente en el mismo lugar
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(Warren et al., 2010; Malliaropoulos et al., 2011; Souza and Gottfried, 2013). Ademas,
la mayoria de las relesiones tienen lugar dentro de los primeros 4 meses tras la vuelta a
la actividad (Warren et al., 2010; Malliaropoulos et al., 2011). De forma que, muchas de
las lesiones recurrentes pueden ser atribuibles a la incompleta recuperacion de la lesién

(Hagglund et al., 2006).

2.4. Terapias

El objetivo de las terapias utilizadas en la medicina deportiva es obtener una éptima
reparacion del tejido muscular, reduciendo la fibrosis y mejorando la funcionalidad
muscular, de forma que se eviten lesiones recurrentes en el mismo lugar. Los
tratamientos aplicados a las lesiones musculares habitualmente estan orientados a
reducir el dolor, disminuir la inflamacién y el hinchazén en la fase aguda y recuperar el
rango de movimiento y la fuerza en las fases mds avanzadas (Dueweke et al., 2017). Pese
a que el proceso de regeneracion muscular ha sido ampliamente estudiado y
caracterizado debido a la gran incidencia de las lesiones y a su importancia clinica, no
existe todavia la tan ansiada gold therapy, ni suficientes evidencias o estudios que nos
ayuden a mejorar sustancialmente la recuperacion de las lesiones musculares. La
dificultad en la busqueda de tratamientos que mejoren la regeneracidn muscular podria

ser atribuible a la heterogeneidad del tipo de lesidn (lugar y severidad).

El principal tratamiento que se aplica ante las lesiones musculares es el conocido y
cldsico RICE (Rest, Ice, Compression, Elevation). Las evidencias cientificas parecen
avalarlo como un tratamiento conservador éptimo para el manejo de la sintomatologia
aguda y que no influye negativamente en el proceso de regeneracion (Jarvinen et al.,
2013). Junto a esto, la movilizaciéon temprana del musculo con el fin de darle elasticidad
al tejido cicatricial, los tratamientos mecanicos (masajes) que mejoran la inflamacién y
el aporte sanguineo, y el uso de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos, para
el manejo del dolor y el control de la inflamacidn, parecen ser los tratamientos mas
habituales (Ciciliot & Schiaffino, 2010; Jarvinen et al., 2014; Laumonier & Menetrey,
2016).
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Mas alld de los tratamientos mas conservadores, los ultrasonidos (Jarvinen et al.,
2014; Dueweke et al., 2017), el plasma rico en plaquetas (Platelet-rich plasma)
(Contreras-Munoz et al., 2017; Dueweke et al., 2017), la terapia con ultrasonidos, la
oxigenoterapia (hyperbaric oxigen therapy) (Jarvinen et al., 2014), los factores de
crecimiento (Li et al., 2001; Huard et al., 2002; Laumonier & Menetrey, 2016), |la terapia
génica (relacionada con factores de crecimiento) (Huard et al., 2002), las terapias con
antifibréticos (inhibidores de la expresion TGF-B1) (Huard et al., 2002; Laumonier &
Menetrey, 2016) y el uso de células madre (Shadrin et al., 2016; Laumonier & Menetrey,
2016; Contreras-Mufioz et al., 2021), han sido y estdn siendo en la actualidad utilizados

y estudiados con el fin de mejorar el proceso de regeneracion muscular.

3. Regulacion de la masa y de la regeneracién muscular

Debido a su gran masay al alto porcentaje que representa respecto a la masa corporal
total, la modulacidn del estado metabdlico del tejido muscular tendra un gran impacto
sobre la homeostasis de energia a nivel sistémico (Albert & Hall, 2015; Kjgbsted et al.,
2018). Gracias a su gran plasticidad, el musculo esquelético tiene la capacidad de estar
en continuo cambio, produciéndose asi constantes variaciones en la abundancia y la
actividad de las proteinas musculares. La regulacién de la masa muscular, asi como del
tamafo de las fibras, viene determinada por el equilibrio entre sintesis y degradacion
de proteinas y acrecion y degradacidon de mionucleos, es decir, la masa muscular es un
reflejo del turnover proteico y del turnover celular (Sandri et al., 2013; Schiaffino et al.,
2013). Los cambios estaran gobernados por diferentes vias metabdlicas que producirdn
la activacidn y supresion de diferentes vias de sefalizacion (Kjgbsted et al., 2018) (Figura
7). Ante alteraciones en aspectos como la perfusién y la PO, (presién parcial de oxigeno)
muscular, el estado redox, la dindmica de Ca%* o la renovacién de ATP, la homeostasis
del musculo puede verse comprometida, dando lugar a respuestas intracelulares de

sefializacion (Kjgbsted et al., 2018).
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Figura 7: Esquema de las principales vias de sefializacion muscular involucradas en la regulacion del tamaiio de las
fibras. Extraida de Sandri et al. (2013).

3.1. AMPK

La proteina quinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK, Adenosine
Monophosphate-activated Kinase) ha sido descrita como el principal sensor intracelular
del estado energético. Esta quinasa regula las vias anabdlicas y catabdlicas con el fin de
mantener las reservas energéticas, y asegurar asi un éptimo balance entre el gasto y
consumo de energia (Kjgbsted et al., 2018). AMPK es activada en aquellas situaciones
en las que los cocientes ADP/ATP y AMP/ATP intracelulares se ven incrementados, de
forma que cualquier alteracién en la generacién/consumo de ATP incrementard los
niveles de AMP y activard AMPK (Freyssenet, 2007; Kjgbsted et al., 2018). La activacién
aguda de AMPK promueve el transporte de glucosa y la oxidaciéon de acidos grasos,
mientras que suprime la actividad de la glucégeno sintasa y la sintesis de proteinas (via
inhibicién de la fosforilacion (Ser 2448) de mTOR), regulando de forma negativa la
hipertrofia muscular (Kjpbsted et al., 2018; Thomson, 2018). Durante su activacién
cronica incrementa la capacidad oxidativa del musculo a través de la estimulacién de la

biogénesis mitocondrial mediante PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor
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gamma coactivator 1a) y el factor de respiracién nuclear 1 (NRF-1, Nuclear Respiratory
Factor) (Freyssenet, 2007; Kjpbsted et al., 2018). La involucracion de AMPK en la
autofagia, en respuesta al déficit caldrico, al ejercicio, a la hipoxia y a otros factores

estresantes ha sido bien descrita (Mantovani & Roy, 2011; Kjgbsted et al., 2018).

3.1.1. AMPKy regeneracién muscular

Durante el proceso de regeneracidn muscular las células musculares interaccionan
con otros tipos de células, como las células del sistema inmunitario. El proceso
inflamatorio que envuelve la regeneracion muscular esta perfectamente regulado,
dando lugar en las primeras fases a la secreciéon de compuestos pro-inflamatorios por
parte de los macréfagos, mientras que, durante la fase final del proceso inflamatorio los
macréfagos presentan un perfil anti-inflamatorio que facilitara la miogénesis. Esta
transicion de fase pro-inflamatoria a anti-inflamatoria es crucial para que una 6ptima
regeneracién muscular pueda tener lugar, y requiere de unos tiempos determinados
para asegurar una recuperacion del equilibrio homeostatico al final del proceso
(Kjgbsted et al., 2018; McArthur et al., 2020). Se ha observado que la activacién de
AMPKal en los macrofagos estd asociada con una reduccidon en la respuesta
inflamatoria, debido a la participacién AMPKal en la transicion de los macrofagos de un
fenotipo pro- hacia uno anti-inflamatorio (Mounier et al., 2013; Kjgbsted et al., 2018;
McArthur et al., 2020). Ademas, la forma fosforilada de AMPK estd asociada con el
trabajo de fagocitosis de tejido necrdtico por parte de los macréfagos (post-lesion)
(Mounier et al., 2013). Pese a que todavia se desconoce el mecanismo exacto mediante
el cual AMPK influye en el cambio fenotipico de los macréfagos, se especula que los
cambios en la actividad inflamatoria de las células del sistema inmunitario podrian
deberse a cambios en su estado metabdlico, aunque sin conocerse a ciencia cierta el
origen y la modulacién de dichos cambios (Mounier et al., 2013; McArthur et al., 2020).
Parece no haber dudas sobre el papel de AMPKal en el cambio hacia un fenotipo anti-
inflamatorio de los macréfagos pero, sin embargo, si que existen discrepancias sobre los
efectos que esta modulacién pueda tener sobre la aceleracion o mejora de la
regeneracién muscular. Asi, McArthur et al. (2020) consideran en un trabajo reciente

que la modulacion de los macréfagos hacia un fenotipo anti-inflamatorio promovera la
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diferenciacién miogénica y la fusién, y por ende posibilitard una completa reparacion
del tejido (McArthur et al., 2020). Sin embargo, otros trabajos, pese a observar el
importante rol de AMPK en la modulacidn del proceso inflamatorio, no han podido
identificar mejoras en parametros miogénicos, aunque no descartan el posible papel de
AMPK sobre las miofibras en las fases tardias de la regeneracion muscular (Mounier et

al., 2013).

El metabolismo energético puede regular la homeostasis y determinar el estado de
las MuSC (Theret et al., 2017). Las células satélite presentan en su estado quiescente
una gran capacidad oxidativa mitocondrial y una baja capacidad glucolitica en
comparacion con su estado activo, en el cual presentan un metabolismo
predominantemente basado en la glucdlisis. De hecho, ya durante su activacién
temprana parece ser el metabolismo glucolitico el que tiene un mayor peso respecto al
oxidativo (Freyssenet, 2007; Fu et al., 2015; Theret et al., 2017). La vuelta de las MuSC a
un estado quiescente puede modularse por medio de variaciones en su metabolismo via
AMPKal, que inducira cambios de un metabolismo basado en la glucdlisis hacia uno
basado en la fosforilacién oxidativa (Theret et al., 2017). En este sentido, cabe destacar
la necesidad de un 6ptimo balance entre la renovacidn y la diferenciacién de las MuSC,
ya que la primera es necesaria para mantener las reservas de las MuSC, mientras que la
diferenciacién es necesaria para la formacién de nuevas miofibras (Theret et al., 2017).
Una de las caracteristicas de las MuSC parece ser su capacidad de resistencia ante la
exposicion a ambientes hipdxicos, donde tienen la capacidad de reducir su actividad
metabdlica y adoptar un estado mas quiescente/durmiente para hacer frente a

situaciones de gran estrés (Theret et al., 2017).

Estudios previos han podido comprobar como una reduccién en la actividad de
AMPKal en las células satélite o en ratones AMPKal knockout implica una reduccién en
la capacidad de proliferacidn y diferenciacidon de las células satélite e incrementos en la
fibrogénesis durante regeneracion muscular (Fu et al., 2015). A pesar del importante
papel de AMPKal en el incremento de las MuSc en estado quiescente y en la mejora de
la proliferacion y diferenciacion de las células satélite, su sobreexpresion por encima de

valores fisiolégicos no parece mejorar la regeneracién muscular (Fu et al., 2015).
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Ademas, una activacién crénica de AMPK produce los ya mencioandos efectos

deletéreos sobre la masa muscular (Fu et al., 2015).

3.2. Via de sefializacion de Akt/mTOR

La via de sefalizacién insulin-like growth factor 1-phosphoino-sitide-3-kinase-
Akt/protein kinase B-mammalian target of rapamycin (IGF1-PI3K-Akt/PKB-mTOR) es una
de las principales vias de regulacion de la hipertrofia muscular, regulada principalmente
por factores de crecimiento, la actividad mecdnica y la insulina (Blaauw et al., 2009;

Schiaffino et al., 2013).

La proteina mTOR es considerada la reguladora central del crecimiento vy
metabolismo de las células eucariotas (Albert & Hall, 2015). Esta quinasa, mediante la
interaccidon con otras proteinas, forma dos complejos mTORC1 y mTORC2. El complejo
mMTORC1 es activado por nutrientes, factores de crecimiento y situaciones de alta
disponibilidad de energia celular, es decir, en situaciones energéticamente favorables
(Albert & Hall, 2015). Los dos mayores efectores que a partir de mTORC1 se encargan
de la regulacion de la sintesis de proteinas musculares son 4E-BP (Eukaryotic translation
initiation factor 4E-binding protein) y p70S6K (p70 Ribosomal protein S6 kinase),
mientras que, el factor regulado por mTORC1 ULK1 (Autophagy activating kinase 1)
modulard los procesos autofagicos en el musculo (Albert & Hall, 2015). mTORC1 regula
de forma positiva procesos anabdlicos como la sintesis de proteinas, biogénesis
ribosomal, transcripcién, sintesis lipidica, biosintesis de nucleétidos y metabolismo, y a
su vez, inhibe procesos catabdlicos como la autofagia. Por otro lado, mTORC2 controla
la remodelacion del citoesqueleto y el metabolismo y supervivencia celular (Albert &
Hall, 2015; Rion et al., 2019). Mientras que factores como Akt, la actividad mecanica
muscular y los nutrientes, como los aminoacidos, activan mTOR, AMPK se presenta
como inhibidora de la actividad de mTOR (Schiaffino & Reggiani, 2011; Schiaffino et al.,
2013).

Cuando Akt es activada, numerosas proteinas diana modulan diferentes procesos

celulares como la sintesis de proteinas, supervivencia celular, ciclo celular, metabolismo,
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y catabolismo de proteinas (Blaauw et al., 2009). Akt participa como sefalizadora en el
proceso de sintesis de proteinas y crecimiento muscular por medio de la estimulacién
de mTOR (Schiaffino et al., 2013), a la vez que inhibe las vias de degradacion de
proteinas, como las gobernadas por factores de transcripcién como FoxO (Forkhead),
encargado de regular las vias de degradacidén ubiquitina-proteasoma y autofagia-

lisosoma (Blaauw et al., 2009; Sandri et al., 2013; Schiaffino et al., 2013).

La homeostasis musculary el balance sintesis-degradacidn no es tan simple como una
ecuacién lineal. El proceso de hipertrofia del musculo esquelético no es exclusivamente
el resultado de un incremento de sintesis de proteinas, si no que es un proceso que
debera ir también acompafiado por un descenso en la degradacidon de proteinas

(Schiaffino et al., 2013).

3.2.1. Via Akt/mTOR y regeneracidon muscular

Las vias de seiializacién involucradas en la sintesis de proteinas, como es el caso de
la via Akt/mTOR, se activan y adquieren un rol importante durante la regeneracién
muscular debido, entre otros motivos, a la necesidad de sintetizar grandes cantidades
de proteina para asegurar la reparacion muscular (Liu et al., 2018). Trabajos previos han
recogido el papel fundamental que juega mTOR en la activacién, proliferacion vy
diferenciacion de las MuSC, ya que sin su presencia el proceso de regeneraciéon muscular
se veria negativamente alterado, como asi se ha podido observar con la reduccion de la
expresion de Myf5, MyoD y miogenina en mioblastos mTOR knockout (Zhang et al.,
2015; Wei et al., 2019). Ademas, se requiere de la activacion de la via mTORC1-p70S6K
para la fusién de los mioblastos y, por consiguiente, para garantizar la formacién de
nuevas miofibras (Wei et al., 2019). En las ultimas fases del proceso de regeneracién, el
crecimiento de las fibras de nueva formacién estard supeditado a la presencia de la

actividad de mTOR (Wei et al., 2019).
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4.

Exposicion a ambientes estresantes

4.1. Altitud e hipoxia hipobarica

Se estima que aproximadamente 200 millones de personas en el mundo viven por
encima de los 2.500 m de altitud (Moore et al., 1998; Luks et al., 2021; WHO, 2021) y
gue miles de personas se exponen diariamente por razones laborales o de ocio a la
altura. Las principales respuestas anatdmicas, bioquimicas, clinicas y fisioldgicas a la

altura tienen lugar a elevaciones superiores a los 2.500-3.000 m, es decir, a la

denominada gran altitud (Luks et al., 2021).
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tridngulo blanco, reposo; circulo negro, ejercicio maximo. Extraida de Luks et al. (2021).

Al proceso en el cual la presién parcial de oxigeno (PO.) cae desde el aire atmosférico
hasta llegar a la matriz mitocondrial se le denomina cascada de oxigeno. La PO;
disminuye en cada paso o escaldn de esta cascada en la que el oxigeno se difunde desde

la atmdsfera hasta los tejidos (Figura 8). Asi, por ejemplo, a nivel del mar la PO, del aire
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atmosférico es de 160 mmHg (20.9% 0,), la de la sangre arterial es de ~100 mmHg (que
seria equivalente a 13% O,), mientras que, a nivel muscular es de aproximadamente 27-
30 mmHg (representando tan sélo al 4% O atmosférico) (Carreau et al., 2011; Favier et
al., 2015; Chaillou & Lanner, 2016). La presidon barométrica disminuye a medida que se
incrementa la altitud, lo que se traduce en una reduccion de la PO, atmosférica (hipoxia
hipobdrica), pero sin verse afectado el porcentaje de oxigeno en el aire (20.9%) (Moore
et al., 1998; Favier et al., 2015). Considerando esto, en altura la reduccion de la PO;
atmosférico, supondrd una reduccién de la PO; arterial y por consiguiente también una
disminucion de la disponibilidad de oxigeno (O2) a nivel tisular (hipoxemia) (Figura 8)

(Moore et al., 1998; Semenza, 1998).

Todas las células de los mamiferos son sensibles a los cambios en las presiones
parciales de O, y responden con el fin de crear los cambios funcionales y/o estructurales
necesarios para hacer frente a las alteraciones que la hipoxia pueda causar en ellas
(Semenza, 1998; Navarrete-Opazo & Mitchell, 2014). La deteccidn de los cambios en la
disponibilidad de O, puede ocurrir a diferentes niveles, produciéndose o bien respuestas
agudas o bien respuestas crénicas, pero estas estaran siempre directamente
relacionadas con la dosis de hipoxia (Navarrete-Opazo & Mitchell, 2014). Ademas, la
severidad de la hipoxemia, la duracion de la exposicién y la frecuencia, seran los factores
que determinaran que las respuestas sean beneficiosas o patoldgicas (hormesis)
(Navarrete-Opazo & Mitchell, 2014). Asimismo, aspectos como el tipo hipoxia
(nomobarica vs hipobdrica), factores interindividuales y el grado de aclimatacién,
también jugaran un papel fundamental en las respuestas fisio-patoldgicas a la altitud

(Luks et al., 2021).

Los quimiorreceptores periféricos (carotideos y adrticos) son unos de los principales
sensores de la PO,. Ante una hipoxia sistémica, estos transmitiran sefiales al sistema
nervioso central mediante los nervios aferentes para generar respuestas como el
incremento de la ventilacion, de la frecuencia cardiaca y del gasto cardiaco, con el fin de
incrementar la captacidon pulmonar de O, y aumentar su liberacidon a nivel tisular. El
rifidn es otro de los principales sensores de hipoxemia. La corteza yuxtamedular cuenta

con células peritubulares e intersticiales especializadas (células sensibles a la hipoxia)
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gue responden ante la hipoxia produciendo y secretando al torrente sanguineo
eritropoyetina (EPQ), la cual se unira a las células progenitoras de eritrocitos e inducird
su supervivencia, proliferacién y diferenciaciéon (Semenza, 2009; Wenger & Hoogewijs,
2010). La seializacién por parte de los quimiorreceptores periféricos se lleva a cabo en
cuestidon de segundos y es muy sensible a cualquier reduccidn de la PO, mientras que,
las respuestas celulares como la eritropoyesis, necesitan mayores reducciones en la PO;
y de mayor tiempo para efectuarse (de minutos a horas) (Prabhakar, 2006; Semenza,

2009) (Figura 9).
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Figura 9: Respuestas de aclimatacion y adaptativas a la hipoxia a lo largo del tiempo. Extraida de Luks et al. (2021).

El organismo puede verse expuesto a situaciones de baja disponibilidad de O, en
diferentes situaciones. Asi, ademas de la disminucién en la tensién de O, producida por
la exposicion a la altura, en situaciones fisioldgicas como la embriogénesis o el ejercicio
fisico, o debido a patologias como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
enfermedad arterial periférica, la apnea obstructiva del suefio o en situaciones de
isquemia, las células pueden verse privadas de un aporte oxigeno éptimo (Chaillou &

Lanner, 2016).
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4.1.1. Aclimatacion a la altitud y respuestas a corto plazo

La aclimatacién se define como la suma de diferentes respuestas beneficiosas, en
respuesta a la hipoxia provocada por la altitud, que tienen lugar tras un periodo en altura
y que desaparecen cuando se vuelve a nivel del mar (Luks et al., 2021). La aclimatacidn
persigue compensar la caida de la PO, en el proceso de transporte de O, desde la
atmosfera hasta los tejidos (cascada de oxigeno). Sin embargo, incluso en las mejores
aclimataciones nunca se consigue restaurar la PO tisular (o arterial) a valores de nivel
del mar (Luks et al., 2021). Mediante la aclimatacion, entre otras cosas, se intenta
proteger al organismo contra enfermedades de altura como el mal agudo de montafia,
el edema pulmonar de altura o el edema cerebral de altura, se intenta preservar el
rendimiento cognitivo y se busca sostener la capacidad submdaxima de rendimiento

(Luks et al., 2021).

Las respuestas mas importantes durante la aclimatacion a la altura son las cardio-
respiratorias, asi como los cambios hematoldgicos que tienen lugar a partir de las
primeras horas. Estas respuestas se extienden a lo largo de los primeros dias
favoreciendo la tendencia a la normalizacién de la PO; arterial (Luks et al., 2021). La
aclimatacidn ventilatoria a la altitud se caracteriza por un incremento de la ventilacion,
aumentando asi la PO; arterial y la saturacién arterial de oxigeno; y por un descenso de
la presidn parcial de diéxido de carbono (COz) y la normalizacién del pH arterial. Gracias
a la normalizacion de la PO, arterial a través de las adaptaciones respiratorias, la
frecuencia cardiaca y el gasto cardiaco, que son incrementados en la fase aguda de la

exposicion a la altura, regresan a sus valores basales (Figura 9) (Muza et al., 2010).

La exposicion a la hipoxia causa durante las primeras horas-dias, un incremento de la
diuresis, de la contraccion esplénica y de la pérdida de agua por evapotranspiracion
asociada a la hiperventilacién. Todo ello contribuye a una reduccién del volumen
plasmatico y, por consiguiente, una hemoconcentracién que incrementard la
concentracion de hemoglobina y gldbulos rojos en sangre y mejorara el transporte de

oxigeno (Luks et al., 2021).
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4.1.2. Respuestas a la altura a largo plazo

El mecanismo molecular implicado en las respuestas genéticas a la hipoxia es el factor
inducible por hipoxia 1 (HIF-1, Hipoxia-Inducible Factor 1) (Wang et al., 1995). HIF-1
cuenta con dos subunidades, una inducible por hipoxia (HIF-la) y otra
constitutivamente expresada HIF-13 (Wang et al., 1995). HIF-1p se mantiene a niveles
constantes independientemente de los niveles de O, sin embargo, HIF-1a cuenta con
una corta vida y es regulado por la presencia de O,. En normoxia, HIF-1a es rapidamente
degradado, via ubiquitina-proteasoma (Salceda & Caro, 1997), sin embargo, en hipoxia
HIF-1a es estabilizado, se acumula y transloca del citoplasma al ntcleo, dénde dimeriza
con HIF-1B convirtiéndose en una molécula transcripcionalmente activa (Semenza,
2009). Considerando que practicamente todas las células de los mamiferos son sensibles
a los cambios de PO;, no es de extrafiar que se hayan identificado mas de 100 genes
regulados por HIF-1. Entre muchos otros, HIF-1 regula genes implicados en la
eritropoyesis y el metabolismo del hierro, en la angiogénesis, en el tono vascular, en el
metabolismo de la ECM, en el metabolismo de la glucosa, en la proliferacion vy

supervivencia celular y en la apoptosis (Ke & Costa, 2006).

4.1.3. Hipoxia intermitente

La hipoxia intermitente se caracteriza por la alternancia de periodos en hipoxia con
periodos en normoxia (Neubauer, 2001). Los protocolos de hipoxia intermitente usados
como “herramienta” en busca de algun tipo de respuesta o beneficio son muy variados
en cuanto a la duracidn, severidad y frecuencia de exposicidon a los diferentes niveles de
oxigeno. Sea cual sea el protocolo aplicado, mediante la intermitencia se persigue un
efecto similar al principio de sobrecompensacion del entrenamiento deportivo. De
forma que el organismo es sometido a un estimulo estresante (lo suficientemente
grande como para crear respuestas, pero no tan severo como para causar dafios
irreparables) durante un periodo de tiempo limitado, y es posteriormente devuelto a su
situacion de confort o recuperacién, con el fin de generar en él una respuesta
acumulativa que empezara con la primera exposicion. La respuesta acumulativa

permitira al organismo mejorar la extraccion de O,y optimizar los procesos metabdlicos
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para su utilizacion, con el fin de prepararse y adaptarse ante una posible futura

exposicion a la hipoxia (Neubauer, 2001).

Un 6ptimo protocolo de hipoxia intermitente, el cual provea al organismo de una
dosis de hipoxia adecuada, puede generar respuestas beneficiosas como las recogidas
por Viscor et al. (2018), entre las que se encuentran: incrementos de la eritropoyesis y
mejora de la capacidad aerdbica, mejoras en la capilarizacién y metabolismo muscular,
control de la hipertension, aceleracion de la reparacidn tisular, mejoras en la patologia

del asma, modulacion del sindrome metabdlico y mejoras en la aclimatacién a la altitud.

Otro de los objetivos que se persigue mediante la exposicién intermitente es evitar
los posibles efectos deletéreos que la hipoxia crénica produce sobre el organismo. Y es
gue la exposicidn crénica a gran altitud esta estrechamente relacionada con la anorexia
de altura (pérdida del apetito y de masa corporal y muscular), disfunciones cognitivas y

alteraciones del suefio, entre otras (Luks et al., 2021).

4.1.4. El musculo esquelético y la hipoxia

Las células son las consumidoras ultimas de O,. En el caso de las células musculares,
el O, atmosférico llega hasta los capilares musculares y de ahi es difundido hasta la
mitocondria, mientras que el CO,, realiza el viaje en sentido contrario. En situacién de
hipoxia, un balance alterado de la demanda O/suministro O, puede producir una
inadecuada disponibilidad de O a nivel muscular (Lundby et al., 2009). Considerando
qgue en reposo la masa muscular consume un 20-30% de la tasa metabdlica total y que
el 90% de la energia producida por las células musculares proviene de vias aerdbicas, es
facil pensar que la homeostasis del tejido muscular pueda verse afectada por la
disminucion del aporte de O; (Favier et al., 2015). Sin embargo, la hipoxia parece afectar
de forma leve a la PO; intramuscular, siendo el ejercicio fisico un estimulo

aparentemente mas desafiante para el musculo (Lundby et al., 2009; Favier et al., 2015).

El musculo esquelético presenta niveles de expresion de HIF-1a elevados de forma

fisiolégica, de manera que no se puede descartar la posibilidad de que HIF-1a tenga un
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papel importante en la homeostasis del musculo (Lundby et al., 2009). Estudios previos
han constatado que HIF-la se ve vagamente modificado en humanos durante
exposiciones a la altitud (9 dias, 4.500 m), cuestionando el posible papel de HIF-1a en

respuesta a la hipoxia a nivel muscular (Vigano et al., 2008).

En cuanto a la masa muscular, ha sido ampliamente demostrado que la hipoxia
crénica tiende a causar una reducciones en la masa muscular, junto con reducciones de
la seccion transversal de las fibras (FCSA, Fibre-Cross Sectional Area). Ademas, al igual
gue en otras respuestas adaptativas, existe una correlacion positiva entre la severidad
de la hipoxia y la atrofia muscular. Es un hecho que a partir de los 5.000 m de altitud el

musculo esquelético humano sufre un proceso catabdlico (Favier et al., 2015).

El tejido muscular cuenta con una amplia red capilar, es un tejido muy bien irrigado.
Los capilares son los encargados de difundir el O, desde la red vascular a las
mitocondrias, y por lo tanto, despierta un gran interés el papel que estos puedan jugar
en situaciones de baja disponibilidad de oxigeno. Ha sido ampliamente reportado que la
exposicion a la hipoxia incrementa la densidad capilar (CD) tanto en humanos como en
otros vertebrados. Sin embargo, las evidencias indican que este incremento en la
capilaridad tras la exposicion pasiva a la hipoxia viene determinado por una reduccion
de la FCSA, es decir, por una atrofia de las fibras, y no por una neoformacion de capilares
(Favier et al., 2015; Rizo-Roca et al., 2018; Luks et al., 2021). Es decir, para una
determinada drea del musculo el nimero de capilares sera mayor, pero debido a que el
numero de fibras en esa drea determinada también lo es (menor tamano de las fibras
implica un mayor numero de fibras para un area determinada), de esta forma nos
encontraremos con una CD mayor, pero, sin embargo, el cociente capilares/fibra (C/F)
se mantendra constante. Igualmente, la respuesta observada no siempre es asi, y es que
la angiogénesis en un musculo expuesto a la hipoxia depende de aspectos como la
actividad del musculo, el tipo de musculo, el tipo de fibras del que esta compuesto, el

tiempo de exposicidn, etc. (Deveci et al., 2001a, 2002).

Los diferentes efectos que la hipoxia tiene sobre las enzimas musculares, asi como

sobre la masa mitocondrial también han sido objeto de estudio a lo largo del tiempo.
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Parece que animales y humanos responden de forma diferente, y es que, en animales
se han reportado incrementos en el nimero de mitocondrias tras la exposicion a la
altitud, sin verse alteraciones en el tamafio de estas (Rizo-Roca et al., 2017a; Luks et al.,
2021), mientras que, en el caso de los humanos, la exposicion a la hipoxia parece
generalmente reducir la densidad mitocondrial (Hoppeler & Vogt, 2001). Sin embargo,
la severidad de la altitud, asi como el tiempo de exposicion, parecen ser determinantes
ala hora de inducir cambios significativos en la densidad mitocondrial (Luks et al., 2021).
En cuanto al metabolismo energético de las fibras musculares sometidas a hipoxia
hipobarica, este también parece ser dependiente de la dosis de hipoxia (Navarrete-
Opazo & Mitchell, 2014). Asi, dependiendo de la severidad de la hipoxia y del tiempo de
exposicién, pueden producirse tanto incrementos como reducciones en las enzimas

oxidantes (Hoppeler et al., 2003; Favier et al., 2015; Luks et al., 2021).

Pese a que muchos de los cambios previamente mencionados puedan llevarnos a
pensar que la hipoxia produce efectos adversos sobre el tejido muscular, hay que
destacar que todos estos cambios estructurales y metabdlicos estan destinados a una
optimizacidn metabdlica, y produciran adaptaciones que ayudaran a hacer frente a
futuras situaciones en las que la PO, muscular pueda verse comprometido (Favier et al.,

2015).

4.1.5. Hipoxiay regeneracion muscular

Las MuSC responsables del proceso de regeneracién en el muisculo adulto residen de
forma fisioldgica en un microambiente hipdxico (Beaudry et al., 2016; Diinnwald et al.,
2019) e incluso se piensa que HIF-1a podria ser necesario para la formacion de células
progenitoras miogénicas (Beaudry et al., 2016). Pese a ello, las MuSC también se ven
negativamente reguladas por la hipoxia, y un reducido aporte de oxigeno puede
modular su renovacién, proliferaciéon y diferenciacion (Simon & Keith, 2008). Pocos
trabajos previos han puesto la mirada en el efecto de la hipoxia en los procesos de
regeneraciéon del musculo esquelético. En los escasos trabajos llevados a cabo in vivo,
los resultados parecen indicar que la hipoxia hipobarica crénica podria provocar un

efecto negativo sobre la activacidon de las células satélite (Chaillou et al., 2014) y
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diferenciacién de los mioblastos (debido a una reduccién de la presencia de MyoD y
miogenenina en las primeras fases) (Chaillou et al., 2014; Jash & Adhya, 2015). Ademas
de ralentizar la formacién y crecimiento de nuevas miofibras, pero sin comprometer la
recuperacion final de la lesidn (Chaillou et al., 2014). En cuanto a los trabajos llevados a
cabo in vitro, se ha observado que la hipoxia severa (1% 0O;) produce una
sobreregulacién de Pax7 y promueve la auto-renovacion de las células satélite. Asi, bajo
hipoxia, aumenta la divisidon simétrica de las células satélite y el nimero de células en
estado quiescente. Ademas, en estudios realizados en cultivos celulares en situaciones
de baja disponibilidad de oxigeno se ha visto que aumenta la proliferacién celular y se
inhibe la diferenciacién de mioblastos (Liu et al., 2012; Jash & Adhya, 2015; Beaudry et
al., 2016; Yang et al., 2017).

Sin embargo, los estudios previos realizados han pasado por alto aspectos
histolégicos y funcionales que puedan indicar el efecto real de la hipoxia sobre la

recuperaciéon muscular.

4.2. Elfrio

4.2.1. Homeotermiay regulacion de la temperatura

La principal caracteristica de los animales homeotermos, como las aves y los
mamiferos, es la capacidad de mantener la temperatura corporal interna estable dentro
de unos estrechos rangos, independientemente de las fluctuaciones térmicas del
ambiente externo, gracias a su capacidad de producir calor de forma enddgena
(endotermia) (Rezende & Bacigalupe, 2015). Incluso en condiciones de reposo,
termoneutralidad y post-absorcion, los animales tienen un metabolismo basal, o una
produccién de calor basal, fruto de los procesos metabdlicos necesarios para mantener
el organismo vivo (Roberts, 2011). El calor liberado en las reacciones metabdlicas serd
igual al metabolismo oxidativo total, es decir, al consumo de oxigeno (Hohtola, 2004).
Sin embargo, la pérdida de calor en los animales homeotermos es constante, esta
trasferencia de calor desde el organismo hacia el exterior tiene lugar a través de los

fendmenos de radiacion, conveccién, conduccidn y evaporacién (Butler et al., 2021). Por
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lo tanto, el mantenimiento de la temperatura interna derivara del balance entre la

pérdida y la produccién de calor.

Ante la exposicion a un ambiente frio, los mamiferos sufren cambios
comportamentales y fisiologicos dirigidos a reducir la pérdida de calor e incrementar la
generacion de calor (Ravussin et al., 2014). La regulacién de la temperatura corporal en
los mamiferos es llevada a cabo mediante la integracion de la informacion procedente
de sensores periféricos y centrales. Entre los receptores periféricos se encuentran los
receptores de frio, situados bajo la epidermis, y los receptores de calor, situados en la
dermis. Por su parte, el sistema nervioso central cuenta con neuronas termosensibles,
que en el caso de los mamiferos estan situadas en el hipotalamo y en la médula espinal
(Butler et al., 2021). La termosensibilidad de las neuronas hipotaldmicas presenta cierta
plasticidad ante los ciclos de estrogenos, de forma que la temperatura central de las
mujeres puede variar mas de 0.7°C segun la fase del ciclo menstrual. Ademas, junto con
las variaciones de temperatura relacionadas con los ciclos hormonales, un reducido flujo
sanguineo cutdneo y una reducida respuesta de tiriteo, hacen que diferentes aspectos

deban considerarse en la termorregulacion de las mujeres (Stocks et al., 2004).

4.2.2. Respuesta de termogénesis

Ante una disminucion de la temperatura, el primer objetivo de los homeotermos es
reducir la pérdida de calor. Para ello, se produce la respuesta auténoma de
vasoconstriccion periférica que reduce el flujo de sangre hacia la piel y extremidades,
derivando la sangre hacia el nucleo corporal y produciendo un incremento de la presion
arterial, gasto cardiaco y volumen sistélico y un aumento de la frecuencia cardiaca
(Deveci et al., 2001b; Stocks et al., 2004; Templeman et al., 2010; Maekawa et al., 2013).
Sin embargo, cuando la disipacion de calor excede a la produccién metabdlica de calor,
se tiene que producir una termogénesis activa, destinada a aumentar la produccién de
calor interno. Esta termogénesis activa implicara un aumento del consumo de O; por

parte de los animales (Deveci et al., 2001b).
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La primera respuesta al frio para incrementar la produccion de calor metabdlico es la
shivering thermogenesis (ST) o termogénesis basada en el tiriteo. El tiriteo es el
resultado de pequeiias contracciones musculares, involuntarias y asincrénicas, durante
las cuales la energia metabdlica es liberada en forma calor, y es llevado a cabo
principalmente por los musculos del tronco y de las piernas. La intensidad de la ST
dependerd del nimero de musculos reclutados, y supondrd un aumento del consumo
de O, por parte de los musculos, pudiendo llegar a multiplicarse el metabolismo por 5 o
6 durante un tiriteo intenso (Deveci et al., 2001b; Schaeffer et al., 2003). En animales no
aclimatados al frio, la ST es rapidamente activada ante reducciones de la temperatura,
sin embargo, en animales aclimatados la ST es parcialmente reemplazada por la non-

shivering thermogenesis (NST)(Stocks et al., 2004; Roberts, 2011).

La respuesta metabdlica al frio aumenta a través de la NST o la termogénesis no
basada en el tiriteo. La produccion de calor a través de la NST tiene lugar principalmente
en el tejido adiposo pardo o marrén (BAT, Brown Adipose Tissue), de hecho, éste es el
unico tejido del organismo disefiado exclusivamente para la producciéon de calor (Butler
et al., 2021). El BAT, es un tejido especializado que se halla exclusivamente en los
mamiferos euterianos y su presencia es mayor en animales hibernadores y pequefos,
asi como en recién nacidos, pero igualmente es metabdélicamente activo en animales de
mayor tamafio y en humanos adultos (Butler et al., 2021). El sistema nervioso simpatico
mediante la liberacidn de noradrenalina activa la proteina desacopladora 1 (UCP-1,
Uncoupling protein-1), encargada desde su localizacién en la membrana mitocondrial de
la oxidacidn de sustratos metabdlicos para la generacion de calor (Deveci & Egginton,
2002; Butler et al., 2021). La NST puede incrementar la tasa metabdlica basal 3 0 4 veces
en animales de pequefio tamafio, pero su aportacion en la termogénesis es minima en
mamiferos de gran tamafio (>10 kg), siendo todavia el tejido muscular el érgano mas

relevante en la NST en los grandes animales (Roberts, 2011).

4.2.3. Mdsculo esquelético y frio

El musculo esquelético es el principal responsable de llevar a cabo la ST. El hecho de

ser el tejido mas abundante del organismo conlleva que albergue el mayor nimero de
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mitocondrias, y de ahi su gran capacidad para la produccién de calor (Schaeffer et al.,
2003). Durante las exposiciones crénicas al frio, sobre todo en mamiferos de pequefio
tamafo, la NST es la principal fuente de calor, pero incluso aun teniendo un papel
secundario, el tejido muscular también participa en la termogénesis, prueba de ello es
que durante la NST el musculo esquelético aumenta su consumo de oxigeno alrededor
de un 10% (Schaeffer et al.,, 2003) y experimenta respuestas adaptativas. La
termogénesis en el tejido muscular se sostiene gracias a la mejora del metabolismo
oxidativo, que tiene lugar a través de incrementos en la capilaridad (Suzuki et al., 1997)
y aumentos en los niveles de mioglobina, UCP-3, PGC1-a y PPARs (Perosyxome Activated
Proliferator Receptors) y en el contenido mitocondrial (Egginton, 2002; Stancic et al.,
2013; Mizunoya et al., 2014). La oxidacion de lipidos es la principal fuente energética
durante la termogénesis, pero estos no pueden sustituir por completo a la glucosa como
fuente de energia, siendo asi, que durante la termogénesis tanto el uso de acidos grasos
como el consumo de glucosa se ven elevados (Vallerand et al., 1990; Stancic et al., 2013;
Sepa-Kishi et al., 2017). Las bases moleculares establecidas en la adaptacion muscular al
frio se mantienen desde el principio hasta el final de la aclimatacién térmica,
demostrando que la actividad muscular se extiende mas alla de la mera participacién en
la ST y que participa activamente en la regulacién de la homeostasis de todo el

organismo (Stancic et al., 2013).

El frio puede suponer un factor estresante para el organismo, debido a ello, durante
las exposiciones prolongadas se producen pérdidas de masa muscular y atrofia de las
fibras musculares. El incremento de las hormonas estresantes circulantes (hormona
tiroidea y glucocorticoides) puede ser parcialmente una de las causas de esta atrofia

muscular (Egginton et al., 2001; Mizunoya et al., 2014).

4.2.4. Frioy regeneracion muscular

La crioterapia, o terapia de frio, ha sido ampliamente utilizada para tratar lesiones,
dolores crénicos, espasmos musculares, edemas, daio muscular causado por ejercicio
y/o procesos inflamatorios (Malanga et al., 2015). El principio de la aplicacién del frio se

basa en reducir el calor corporal o de una zona en concreto, con la finalidad de reducir
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el flujo sanguineo mediante el reflejo de vasoconstriccion. La reduccion del flujo
sanguineo, ademas de reducir el metabolismo y el consumo de oxigeno, ayudara a
controlar el edema vy ralentizara la liberacion de factores inflamatorios (Nadler et al.,
2004; Malanga et al., 2015). Asi, tras una lesién muscular mediante la crioterapia se
busca reducir el dolor, el hinchazdn, la degeneracion y la inflamacién (Vieira Ramos et

al., 2016; Shibaguchi et al., 2019).

Los efectos de la crioterapia local han sido muy discutidos, no existe consistencia en
los resultados sobre si su aplicacion favorece o no la recuperacion tras el dafio muscular.
El amplio espectro de protocolos usados y la heterogeneidad en la localizacién vy
severidad de las lesiones, no ayuda a obtener evidencias concluyentes, pero, a dia de
hoy, su aplicacién en la clinica es ampliamente utilizada. Los resultados de algunos
estudios muestran que la crioterapia aplicada de forma intermitente (30 min, cada 2
horas) puede reducir la respuesta inflamatoria a través de la reduccion de la infiltracién
de macrdéfagos y de la acumulacidon de TNF-a, NF-kP3 (Nuclear factor kappa light chain
enhancer of activated B cells), TGF-p y metaloproteasas en los primeros dias post-lesidn,
pero sin producir cambios en el drea de la lesidon o en la fibrosis, es decir, ayuda al
proceso inflamatorio sin alterar el proceso de regeneracion (Shibaguchi et al., 2016). Sin
embargo, en contraposicidn, otros resultados parecen indicar que la crioterapia no
produce alteraciones en la actividad de los macréfagos, pero que retarda la aparicién y
desaparicion de factores de crecimiento como TGF-1, promoviendo la acumulacién
excesiva de colageno y retardando de forma leve la recuperacién de la isoforma de la
miosina post-lesién, mientras que no influye en la actividad (proliferaciéon y

diferenciacién) de las células satélite (Shibaguchi et al., 2016).

En los ultimos afios, se ha extendido el uso de nuevas terapias basadas en la
utilizacion del frio para la recuperacién del dafio muscular post-ejercicio, en este caso
las diferentes estrategias usadas se basan en someter a todo el cuerpo al estimulo
estresante. La inmersion en agua fria (CWI, Cold Water Inmmersion), es una de las
estrategias usadas para acelerar la recuperacién tras el ejercicio. Los principios y
objetivos de este tratamiento son idénticos a los descritos en la aplicacion de frio local,

asi, se ha visto que el uso de CWI tras cada entrenamiento durante varias semanas,
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disminuye el riesgo de lesiones musculares y reduce las reacciones inflamatorias (da
Costa Santos et al., 2019). La aplicacion de CWI, incluso durante cortos periodos (5 dias)
es capaz de regular la respuesta anti-inflamatoria y reducir la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), mejorando el balance redox e
incrementando la viabilidad celular. A pesar de que los resultados obtenidos parecen
otorgar un buen prondstico al uso de la CWI en la recuperacién del dafio muscular
producido por ejercicio (Furtado et al. 2018), no existen suficientes estudios ni analisis
exhaustivos que puedan asegurar su eficacia. La crioterapia de cuerpo entero (WBCT,
Whole Body Crioterapy Therapy), basada en exposiciones a temperaturas extremas
(entre -100°C y -140°C) durante un corto periodo (2-3 min), parece ofrecer resultados
muy similares a los previamente mencionados en la CWI. Y es que, la aplicacion de WBCT
facilita la recuperacion gracias a la reduccién del proceso inflamatorio post-ejercicio
(Banfi et al., 2010; Pournot et al., 2011; Ziemann et al., 2012; Mila-Kierzenkowska et al.,

2013; Bouzigon et al., 2016; Lombardi et al., 2017).

4.3. La hipoxia hipobaricay el frio

En las ultimas décadas la hipoxia ha sido ampliamente estudiada y utilizada bien
como herramienta terapéutica, bien como método de entrenamiento para la mejora del
rendimiento deportivo. Gracias a ello, se cuenta con una extensa bibliografia que recoge
las diferentes respuestas del organismo a la hipoxia y la adaptacién de los animales a
ambientes de baja disponibilidad de oxigeno. En la gran mayoria de los estudios
publicados, la adaptacién a la altura se entiende como la adaptacion a ambientes
hipdxicos, sin considerar otros factores ambientales que acompafian a la hipoxia en la
altitud como pueden ser el frio, la escasa humedad o la excesiva radiacidon (Banchero et

al., 1985; Luks et al., 2021).

El frio es un elemento ambiental que siempre acompafia a la hipoxia hipobarica en la
biosfera, de hecho, a cualquier latitud la temperatura cae aproximadamente un 1°C por
cada incremento de 150 m en altura (/lapse rate). Debido a este hecho, no seria extrano
pensar que la coexistencia de ambos factores haya podido marcar las adaptaciones

genéticas a lo largo de la evolucidn. Las cosas asi, este podria ser uno de los motivos por

73



Introduccion

los que muchas adaptaciones fisioldgicas observadas en el medio natural o en residentes
de gran altitud, no se hayan encontrado posteriormente en estudios realizados en

laboratorio, en los que la hipoxia ha sido el unico factor contemplado.

La coexistencia del frio y la hipoxia en el ambiente, desde una perspectiva fisioldgica,
es un reto para el organismo. Durante la exposicidn a la hipoxia el organismo sufre una
reduccion de la disponibilidad de oxigeno a nivel tisular, mientras que, la exposicidn al
frio provoca un aumento del consumo de oxigeno. De forma que, durante la exposicion
al frio y a la hipoxia de forma simultanea, el organismo se enfrenta a un aumento en la
demanda de oxigeno en una situacion de baja disponibilidad (Banchero et al., 1985;

Gautier et al., 1991).

Estudios previos han observado que la hipoxia produce alteraciones en Ia
termorregulacion de los homeotermos. Durante la exposicion a la hipoxia se ha visto
gue el consumo de O; se ve reducido, debido a entre otras cosas, a la inhibicién
transitoria de la ST y a un descenso de la NST, que, por consiguiente, produce una
reduccion en la temperatura corporal de los animales. Esta alteracién en la capacidad
de termorregulacion adquiere mayor importancia cuando los organismos son expuestos
a ambientes frios. Uno de los posibles motivos de esta alterada termorregulacion son

los cambios en la termosensibilidad de las neuronas predpticas (Gautier et al., 1991).

En los afios 80, el grupo liderado por Natalio Banchero fue pionero en el estudio de
los efectos del frio y de la hipoxia en los animales. Sus trabajos abrieron paso a
considerar que la exposicion al frio y a la hipoxia de manera concurrente y por separado
pueden producir respuestas diferentes en la cascada de transporte de oxigeno y a nivel
muscular, y que estas respuestas no afectan de igual forma a todos los sistemas

(Banchero et al., 1985).

Trabajos posteriores han demostrado la existencia de una adaptacion cruzada entre
estos dos factores, demostrando que repetitivas inmersiones en agua fria pueden
ayudar a la aclimatacion del sistema nervioso auténomo y cardio-respiratorio de cara a

una posterior realizacién de ejercicio en hipoxia (Lunt et al., 2010). Recientemente,
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nuestro grupo ha descrito que la exposicidn intermitente al frio y a la hipoxia neutraliza
los efectos pro-inflamatorios y la pérdida de peso observados en los animales expuestos

a hipoxia intermitente de forma aislada (Ramos-Romero et al., 2020).

Los diferentes estudios realizados muestran que el proceso de aclimatacion a la
altitud es un proceso muy complejo, que va mas alla de la coexistencia de dos factores
altamente estresantes para el organismo. Los resultados evidencian la necesidad de
estudiar estos dos factores tanto de forma simultdnea como por separado para poder

comprender la adaptacién de cada sistema a la altura.

5. Contexto

Trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio constataron el potencial
efecto de la hipoxia hipobdrica intermitente y el ejercicio aerdbico ligero en la
recuperacion del dafio muscular post-ejercicio excéntrico (Nufiez-Espinosa et al., 2015;
Rizo-Roca et al., 2017a, 2017b). Basandonos en estas primeras evidencias decidimos dar
un paso adelante y observar el posible papel de la hipoxia hipobarica en la recuperacién
de lesiones de una mayor magnitud. Tras haber observado previamente que el estimulo
hipéxico produce una mayor respuesta fisioldgica cuando es aplicado junto con el
ejercicio, consideramos que la utilizacion de un estimulo adicional a la hipoxia podria ser
interesante de cara a buscar la mayor y mejor respuesta fisioldgica posible. Es por ello,
gue finalmente en el presente trabajo se han decidido utilizar la HHI y el frio
intermitente, tanto de forma conjunta como por separado, para conocer las respuestas
fisioldgicas de nuestro organismo ante estos estimulos y su posible aplicacion como

herramienta terapéutica en el tratamiento de las lesiones musculares.
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Objetivos

El objetivo general de la presente investigacién se basa en estudiar si la exposicién al

frio, a la hipoxia 0 a ambos estimulos simultdneamente, en un modelo de exposicion

intermitente, favorece los procesos de regeneracidn tras la induccidon de una lesién

muscular.

Objetivos especificos:

Confirmar la existencia de una simetria bilateral tanto a nivel histolégico como

funcional en el musculo gastrocnemio.

Validar el método de lesidén muscular inducido quirdrgicamente y los procedimientos

de evaluacion de la regeneracién muscular tanto a nivel histolégico como funcional.

Conocer las diferentes respuestas de composicién corporal, hematoldgicas y
morfofuncionales del musculo (morfometria, capilarizacién y tipos de fibras) de las
ratas sometidas a exposiciones intermitentes al frio, a la hipoxia, y al frio y a la hipoxia

simultdaneamente.

Establecer si el proceso de regeneracidn muscular tras una lesién traumatica difiere
0 no entre los animales del grupo control y de los grupos experimentales, tratados
con tres protocolos de exposicidn intermitente: frio, hipoxia y frio + hipoxia, durante

9y 21dias:

I. Determinar las posibles diferencias en la recuperacion de la funcidon muscular
post-lesidn entre los diferentes grupos, a través de la evaluacion de la fuerza

pico, fuerza tetdnica y resistencia a la fatiga.

II. Analizar las diferencias en el proceso de regeneracion muscular de los
diferentes grupos a través de marcadores especificos de regeneracidn muscular

y fibrosis.

[ll.  Evaluar el papel de diferentes proteinas musculares involucradas en Ia
regulacién de la masa, homeostasis y regeneracion muscular tras el uso de los

tres tratamientos experimentales diferentes.
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Materiales y Métodos

1. Animales

A lo largo del experimento se utilizaron un total de 121 ratas: machos adultos de la
cepa Sprague-Dawley (Envigo, Italia) con un peso inicial de 211 + 28 g (media * SD). Los
animales se mantuvieron a una temperatura media de 25°C + 2°C, con acceso a agua y
comida ad libitum a lo largo de todo el periodo de intervencion y con ciclos de luz-
oscuridad de 12 h. Se registro diariamente el peso de los animales con el fin de controlar
su bienestar y los efectos de los diferentes tratamientos. Todos los procedimientos
llevados a cabo a lo largo del estudio fueron previamente aprobados por la Direccio
General del Medi Natural i Biodiversitat de la Generalitat de Catalunya (#8784/03-09-
2015).

2. Induccion quirurgica de la lesion muscular

Tras una semana de cuarentena, los animales fueron quirdrgicamente lesionados
siguiendo el método previamente publicado por Contreras-Mufioz et al. (2016). En este
trabajo se demuestra mediante técnicas histoldgicas, funcionales y de imagen la
adecuacién del uso de este método quirldrgico para imitar lesiones musculares

deportivas tipo Il.

Para llevar a cabo la lesion muscular los animales fueron situados en una camara
hermética y anestesiados mediante la inhalacidn de isoflurano (Zoetis, Espafia). Una vez
dormidos, los animales fueron colocados en posicién prona sobre una tabla de trabajo
con el hocico emplazado dentro de una mascara de inhalacién, para garantizar la
inhalacion del anestésico durante todo el procedimiento. Una vez en decubito prono, se
fijaron con cinta adhesiva las patas traseras y la cola a la tabla de trabajo, exponiendo la
parte ventral de la pata derecha. Tras ello, la pata fue rasurada y desinfectada con etanol
y se identifico el lugar exacto de la lesidon. La lesidn quirurgica se realizé en el musculo
gastrocnemio derecho a una distancia de 7 mm del final del tenddn calcaneo y a una
profundidad aproximada de 2 mm. Para inducir la lesion se utilizé una aguja biopsiadora
de 18 G y de un didmetro interno de 0.84 mm (Bard® Monopty® Disposable Core Biopsy

Instrument, Bard Biopsy Systems, Estados Unidos). Finalmente, y una vez realizada la
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lesidn, se aplico antiséptico en las heridas generadas y se administrd analgesia de forma

subcutdnea (Buprenorfina 0.01 mg/kg).

3.

Grupos experimentales

Tras ser lesionados, los animales fueron aleatoriamente asignados a los diferentes

grupos experimentales. Se crearon un total de cuatro grupos de intervencién y dos puntos

temporales de muestreo para cada grupo. Los protocolos de intervencion comenzaron al

dia siguiente de ser inducida la lesidn muscular y tuvieron una duracién de 9 o 21 dias,

periodo tras el cual los animales fueron sacrificados.
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1)

2)

3)

4)

Grupo control [CTRL]. Los animales se recuperaron de la lesién de forma pasiva, sin
ser sometidos a ningun tratamiento. Dentro de este grupo los animales se
subdividieron en dos grupos, en funcién de los dias transcurridos desde la lesion

hasta su punto final: [CTRL_9] (n=14) y [CTRL_21] (n=14).

Grupo frio [COLD]. Tras ser lesionados, los animales de este grupo fueron sometidos
a un protocolo de frio intermitente, es decir, fueron expuestos cada dia durante 4 h
a una temperatura ambiental de 4°C. Este grupo se subdividid en dos grupos,
considerando los dias de tratamiento que recibieron tras la lesién. Asi, un grupo fue
sometido durante 9 dias al protocolo de frio intermitente [COLD_9] (n=16) y el otro

durante 21 dias [COLD_21] (n=14).

Grupo hipoxia [HYPO]. Los animales fueron sometidos a sesiones diarias de 4 h de
hipoxia hipobarica simulada. En funcién de la duracién del tratamiento y del punto
final de los animales se crearon dos subgrupos: [HYPO_9] (n=10), los animales fueron
expuestos a hipoxia hipobdrica durante 9 dias, mientras que el grupo [HYPO_21]

(n=10) lo hizo durante 21 dias.

Grupo frio + hipoxia [COHY]. Los animales de este grupo fueron tratados con hipoxia
hipobarica y frio intermitente de forma simultdnea 4 h/dia durante un periodo de 9

[COHY_9] (n=16) o 21 dias [COHY_21] (n=14).
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Previo al inicio del estudio que nos ocupa, se realizaron dos experimentos para validar
el modelo animal que se utilizaria en el presente estudio. Para ello, se crearon dos grupos

de animales adicionales para llevar a cabo cada uno de los dos experimentos de validacién:

5) Grupo [CTRL_LAT] (n=6). Este grupo de animales fue utilizado para validar las
posibles diferencias funcionales e histoldgicas existentes entre el gastrocnemio
derecho e izquierdo de las ratas. Los animales de este grupo no sufrieron ningln tipo
de lesién ni de intervencién, Unicamente fueron sometidos a una prueba de funcién

muscular y posteriormente sacrificados.

6) Grupo [CTRL_O] (n=6). Los animales de este grupo fueron lesionados y sacrificados
24 h después de sufrir la lesion. Los animales no fueron manipulados entre la lesién
y el sacrificio. Este grupo fue creado para validar el protocolo de lesién (medir el

grado de lesion generado) y su impacto en la funcién muscular.

4. Protocolos de intervencion

4.1. Exposicion a hipoxia hipobarica intermitente [HHI]

Para la exposicion a hipoxia hipobarica los animales fueron introducidos, junto con su
propia jaula de estabulacién, dentro de una camara hipobdrica. La cdmara hipobarica, con
una capacidad de 136 L (60x60x60) (Plasticos Pavén S.L., Espafia), admite el emplazamiento
de dos jaulas de animales en su interior. Las paredes de la camara hipobarica, hechas de
pldstico metacrilato (35 mm grosor), permitian observar en todo momento el

comportamiento y estado de los animales.

El vacio relativo del interior de la cdmara hipobdrica era generado a través de una bomba
rotacional de vacio (TRIVAC D5E, Leybold-Oerlykon, Alemania). Mediante una valvula
micrométrica se controlaba el flujo de entrada y salida de aire del interior de la cdmara, y
se garantizaba un flujo de aire continuo para evitar la acumulacion de CO; en el interior de
la cdmara. La presion interna era controlada mediante dos sensores diferenciales (ID 2000,

Leybold-Oerlykon, Alemania) conectados a un controlador de succidon (Combivac 1T23,
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Leybold-Oerlykon, Alemania) y a un regulador de presién de diafragma (MR16, Leybold-
Oerlykon, Alemania). La presidn objetivo era de 577 hPa, equivalentes a 4.500 m de altitud.
Para obtener dicha presion, la presion interna de la camara se reducia de forma paulatina
durante un periodo de 15 min. Una vez conseguida la presién deseada, los animales eran
mantenidos a esta presion durante 4 h. Al finalizar este tiempo, se realizaba una
despresurizacién de la camara gradual durante 15 min hasta volver a alcanzar el nivel de

presidon atmosférica inicial.

4.2. Exposicién a frio intermitente [ICE, Intermittent Cold Exposure]

Para llevar a cabo la exposicion intermitente al frio los animales, junto con sus jaulas de
estabulacién, fueron colocados en una camara refrigerada a una temperatura ambiental

de 4°C durante 4 h al dia.

4.3. Exposicion simultanea al frio y a la hipoxia intermitente (frio + hipoxia)

Los animales de este grupo fueron sometidos de forma simultanea al frio y a la hipoxia
intermitente. Para ello, la cdmara hipobarica fue instalada en el interior de la cdmara
refrigerada, sometiendo a los animales a una temperatura de 4°C y una presion

barométrica de 577 hPa de forma simultanea durante 4h al dia.

5. Diseccion y obtencion de tejidos y sangre

En el punto final de los animales se extrajo sangre de la vena cava abdominal. La sangre
obtenida fue analizada mediante el analizador hematoldgico (Coulter Spincell 3, Spinreact,
Espafia) y se obtuvieron los siguientes parametros hematoldgicos: Hematocrito (Htc),
contaje de gldbulos rojos (RBC, Red Blood Cells), concentracién de hemoglobina ([Hb]),
volumen corpuscular medio (MCV, Mean Corpuscular Volume), hemoglobina corpuscular
media (MCH, Mean Corpuscular Hemoglobin), concentracién de hemoglobina corpuscular
media (MCHC, Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration), contaje de globulos blancos

(WBC, White Blood Cells) y de plaquetas.
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Ademas, junto con la extraccidn de sangre se realizo la diseccion de diferentes tejidos
con el fin de obtener informacidn acerca de la composicién corporal de los animales y del
efecto de los diferentes protocolos de intervencidn. Para cada grupo se extrajeron los

siguientes tejidos:

Grupos Tejidos

e Gastrocnemio (GAS)

e Cuadriceps

CTRL_LAT e Tibial anterior (TA)

e Soleo (SOL)

e Extensor largo de los dedos (EDL, Extensor Digitorum

Longus)

CTRL_ O e Gastrocnemio (GAS)

e Gastrocnemio (GAS)
CTRL_9, CTRL_21
e Tibial anterior (TA)

COLD 9, COLD 21 e Tejido adiposo marrén (BAT, Brown Adipose Tissue)

) B e Tejido adiposo perigonadal (PAT, Perigonadal Adipose
HYPO_9, HYPO_21 Tissue)

e Diafragma

COHY_9, COHY_21 ,
- - e Corazon

6. Pruebas funcionales de fuerza

Las ratas de los diferentes grupos fueron sometidas a pruebas funcionales in vivo para
valorar las capacidades contractiles del musculo gastrocnemio. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo a una temperatura constante de la sala de 22-24°C, y
se recubrid el musculo gastrocnemio con aceite mineral (Mineral oil, Sigma-Aldrich)
para evitar la deshidratacién del mismo a lo largo del procedimiento. A continuacidn se

lista de manera sintética el protocolo:
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Preparacion del animal

1. Anestesiar laratay colocar la rata en posicidn prona sobre la tabla

de diseccion.

2. Cortar el tenddn calcaneo por su insercion distal (uniéon tenddn-

hueso calcaneo).

3. Separary aislar por completo el musculo gastrocnemio de la masa
muscular circundante manteniendo la insercién proximal, el

aporte sanguineo y los nervios intactos.

4. Unir el tenddn calcaneo mediante un hilo al transductor de fuerza
(MLT 1030/D, ADInstruments) conectado al hardware de

adquisicion de medidas (PowerlLab/16SP, ADInstruments).

5. Realizar una incisioén lateral en el muslo del animal exponiendo el

nervio ciatico.

6. Colocar el electrodo en el nervio ciatico y unirlo al estimulador

eléctrico (Stimulus Isolator FE180, ADInstruments).

7. Inmovilizar la rodilla y el tobillo del animal para evitar
movimientos durante la estimulacién y el registro, dejando la pata

completamente estirada.

8. Cubrir el gastrocnemio con aceite mineral, para evitar su

deshidratacidon y secado durante todo el procedimiento.

Una vez aislado el musculo, se establecié una tension pasiva inicial de 300 mN. Tras
ello, y antes de empezar a evaluar los diferentes parametros funcionales, se fijo la
longitud éptima de contraccidn (Lo), es decir, la posicion (nivel de extension) dptima en
el que el musculo es capaz de generar la mayor fuerza. Para ello, se evalud la fuerza a
diferentes longitudes del musculo, con el fin de encontrar el punto de extensién 6ptimo
donde se generara la maxima fuerza antes de que ésta comenzase a decrecer. Una vez
identificado el Lo se realizaron las siguientes pruebas para evaluar las capacidades

contractiles del musculo:
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1) Fuerza de contraccién (peak force)

Definicion: fuerza de contraccion del musculo en un estimulo aislado.

- Frecuencia de estimulacidn 1 Hz a una amplitud de 3 mA.

- Se registra el promedio de 5 estimulos/contracciones aisladas.

- A partir de este pardmetro se calculan:
- La maxima fuerza de contraccion (TwF, maximum twitch force)
- El tiempo de contraccidn (CT, contraction time)
- Eltiempo de relajacién transcurrido hasta obtener la mitad de la

contraccion maxima (HRT, half-relaxation time)

2) Fuerza tetdnica maxima (TetF, maximum tetanic force)

Definicidn: fuerza de contraccién maxima que un musculo puede ejercer

gracias a la sumacion de ondas.

- Se produce mediante trenes de estimulos generados durante 1 s a una
amplitud de 3 mA.

- Se comienza desde los 10 Hz, y progresivamente en cada tren de
estimulos se van incrementando las frecuencias de estimulacién en 10
Hz hasta una frecuencia de 200 Hz.

- Se realiza una pausa de 1 min entre cada tren para evitar la fatiga
muscular.

- Este procedimiento permite la obtencion de la fuerza tetdnica maxima
y la realizacién de una curva fuerza-frecuencia a partir de los registros

obtenidos.

Entre la prueba de fuerza tetanica y la fatiga a baja frecuencia se realizé una pausa
de recuperacién de 3 min, con el fin de permitir la recuperacién del musculo de la posible

fatiga producida por las propias pruebas de evaluacién.
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3) Fatiga a baja frecuencia (LFF, Low frequency fatigue)

Definicidn: estimulacidon del misculo a baja frecuencia durante un largo

periodo con el fin de provocar una fatiga muscular.

- Se produce mediante una estimulacion continua del musculo durante
2 min a una frecuencia de estimulaciéon de 30 Hz y una amplitud de

3mA.

Las pruebas de evaluacion de las capacidades funcionales se llevaron a cabo en
ambos musculos gastrocnemios de cada animal, aleatorizando la pata que era sometida
en primer lugar a las pruebas. Los valores obtenidos fueron normalizados siempre por
el peso del musculo gastrocnemio correspondiente. Todos los registros fueron tomados

y analizados mediante el software LabChart 7 (AD Instruments).

7. Histoquimica

Para llevar a cabo las diferentes tinciones histoquimicas se realizaron cortes
transversales seriados del musculo gastrocnemio, de un grosor de entre 14-16 um, en
un criostato a -22°C (Leica 3050S, Alemania). Los cortes se montaron en portaobjetos
previamente gelatinizados al 0.2%, con el fin de mejorar la adherencia de la muestra.
Antes de realizar las diferentes tinciones histoquimicas los cortes fueron fijados con un
tampon de formalina-sacarosa durante 5 min, con el fin de evitar la retraccién y
arrugamiento de las muestras (Viscor et al., 1992). Tras ello, se realizaron las siguientes
tinciones: 1) Succinato deshidrogenasa (SDH) (Nachlas et al.,, 1957); 2) Miosina
adenosina-trifosfatasa (mATPasa) (Brooke & Kaiser, 1970); 3) Adenosina-trifosfatasa

endotelial (eATPasa) (Fouces et al., 1993).
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7.1. Tinciones histoquimicas

7.1.1. Método succinato deshidrogenasa (SDH)

Este método permite detectar la actividad de la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa (SDH) y estd basado en el método de Natchlas et al. (1957). Esta tincion

es utilizada para diferenciar las fibras oxidativas y no oxidativas.

1. Fijacion en formalina-sacarosa durante 5 min a 4°C.

2. 15 lavados con H;0 destilada.

3. 1 hdeincubacion en bafio termostatico en agitacion (37-40°C).

4. Aclarado en H,0 destilada.

5. Montado con glicerina.

- Medios de incubacion:

e 12.5 mL tampdn fosfato + 12.5 mL solucién succinato sddico (0.2 M)

e 25 mL solucidn Nitroblue tetrazolium (1 mg/mL)

- Soluciones de stock (almacenadas a 4°C):

e Cacodilato sédico 0.144 M
e Sacarosa 0.336 M
e CaCl,0.068 M

e Solucion en formalina al 5%
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Tampon fosfato

e 250 mL fosfato diacido monopotasico (KH,PO4) (0.2 M)

e 212.5 mL NaOH (0.2 N)

7.1.2. Método miosina adenosina-trifosfatasa (mATPasa)

Mediante este método podemos detectar la actividad de la Ca?*-ATPasa miofibrilar,

y esta basado en el método de Brooke & Kaiser (1970). Gracias a esta tincién se pueden

diferenciar las fibras en relacién con su capacidad contractil, y por lo tanto clasificarlas

en fibras tipo | y fibras tipo Il.
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Protocolo

1. Fijacién en formalina-sacarosa durante 5 min a 4°C.

2. 15 lavados con H20 destilada.

3. Pre-incubacidon en medio alcalino durante 10 min a temperatura
ambiente.

4. 15 lavados con H0 destilada.

5. 30 min de incubacién en bafio termostatico en agitacion (37-40°C).

6. 15 lavados con H20 destilada.

7. Incubacién en CaCl; al 1% durante 3 min a temperatura ambiente.

8. 5 lavados con H,0 destilada.

9. Incubacién en CoCl; al 2% durante 3 min a temperatura ambiente.

10. 5 lavados con H20 destilada.

11. Sumergir durante 1 min en sulfuro de amonio al 1%.

12. Aclarado con agua de grifo.

13. Montado en glicerina.
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- Medios de incubacion:

e 40 mL 50 mM glicina
e 40 mL 30 mM CaCl;
e 40 mL 50 mM NaCl

e Ajustar pHa 10.7

e 50 mL 30 mM CaCl;
e 50 mL tampdn glicina NaOH
e 3 mM ATP (sal disédica)

e AjustarpHa9.4

- Soluciones de stock (almacenadas a 4°C):

e (Cacodilato sodico 0.144 M
e Sacarosa 0.336 M
e CaCl,0.068 M

e Solucion en formalina al 5%

e 300 mL solucién A (tampdn glicina) + 700 mL solucién B (NaOH)
o Solucién A:
- Glicina 50 mM
- NaCl 50 mM
o Solucién B:

- NaOHO.1N

97



Materiales y Métodos

7.1.3. Método adenosina-trifosfatasa endotelial (eATPasa)

Mediante este método se pueden tefiir los capilares musculares en cortes
transversales. El método se basa en la deteccién de la actividad ATPasa de las células del

endotelio capilar (Fouces et al., 1993).

1. Fijacién en formalina-sacarosa durante 5 min a 25°C.

2. 15 lavados con H,0 destilada.

3. 1hdeincubacidn en bafio termostatico en agitacién (37-40°C).

4. 15 lavados con H,0O destilada.

5. Sumergir durante 1 min en sulfuro de amonio al 1%.

6. Aclarado con agua de grifo.

7. Montado en glicerina.

- Medios de incubacion:

e 1.2 gde gelatina + 1.9 g tris-maleato en 80 mL H,O destilada.
e 12 mL nitrato de plomo (0.06 M)

e 20 mL CaCl; (0.068 M)

e 80 mL H20 destilada

e 3 mM ATP

e AjustarpHa7.2
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7.2. Medidas morfofuncionales de las fibras

Se seleccionaron tres campos diferentes del musculo gastrocnemio: rojo, intermedio
y blanco (Figura 10), de acuerdo con lo previamente descrito por Amstrong & Phelps
(1982). La obtencion de las imagenes de las diferentes zonas del musculo seleccionadas
se realizo a través de un microscopio Optico (BX61, Olympus, Japdn) conectado a una
camara digital (DP70, Olympus, Japdn) a un aumento de 20x. Las imagenes obtenidas
(5.5 x 10° um?) fueron analizadas utilizando el programa Imagel (v. 1.51n; Instituto

Nacional de Salud, Estados Unidos).

Figura 10: Corte transversal de una pata de rata. Los circulos indican los diferentes campos que componen el musculo
gastrocnemio (G) en funcion de la poblacién de fibras. Circulo rojo (zona roja), circulo azul (zona intermedia), circulo
verde (zona blanca). Figura adaptada de Armstrong & Phelps (1984).

A partir de la tincién eATPasa se realizaron las siguientes mediciones: area de la
seccion transversal de la fibra (FCSA), didmetro de Feret, numero de capilares en
contacto con cada fibra (NCF), indice de capilarizacién por cada 1000 um? expresado
como la relacién entre el NCF y FCSA (CCA=NCF-103/FCSA), densidad capilar (CD),
densidad de fibras (FD) y cociente de capilares por fibra (C/F=CD/FD).
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Tabla 2: Clasificacion de los diferentes tipos de fibras en base a la tincion mATPasa y SDH.

Tipo de fibra SO FOG FIG FG
Tincion mATPasa No se detecta Marron Marrén Marrén
(pH 10.7) tincion
Azul Azul
incié derado- Azul intenso Aol el
Tincion SDH moderado moderado
intenso

mATasa, miosina adenosina-trifosfatasa; SDH, succinato deshidrogenasa; SO, fibras lentas oxidativas; FOG, fibras
rdpidas oxidativas glucoliticas; FIG, fibras rapidas intermedias glucoliticas; FG, fibras rdpidas glucoliticas.

Figura 11: Muestra microfotografica de las diferentes tinciones histolégicas. (A) Tincion endotelial ATPasa, (B)
tincién miosina adenosina-trifosfatasa, (C) tincién succinato deshidrogenasa. Los simbdlos indican: * SO, fibras lentas
oxidativas;  FOG, fibras rapidas oxidativas glucoliticas; & FIG, fibras rapidas intermedias glucoliticas; # FG, fibras
rapidas glucoliticas. Los capilares musculares son indicados mediante flechas. La escala indica 100 um.

Las tinciones SDH y mATPasa fueron utilizadas para identificar los diferentes tipos de
fibras musculares de acuerdo con su caracter oxidativo y su velocidad contractil, a partir
de una adaptacién de la nomenclatura propuesta por Peter et al. (1972). De modo que
las fibras fueron clasificadas como: 1) fibras lentas oxidativas (SO), 2) fibras rapidas
oxidativas-glucoliticas (FOG), 3) fibras rdpidas intermedias-glucoliticas (FIG), 4) fibras
rapidas anaerdbicas-glucoliticas (FG). La Tabla 2 resume estas caracteristicas y la Figura
11 muestra una microfotografia ejemplo de los diferentes tipos de fibras y capilares

fibrilares.
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8. Western blot
8.1. Extraccion de proteina mediante lisado muscular

Para la preparacion de los lisados musculares se homogenizaron los musculos
gastrocnemios completos, para asegurarnos de incluir toda la extensidn de la lesidn en

el homogenado y la inclusién de todas las zonas diferentes que conforman el

gastrocnemio.

Protocolo parte A: preparacién del musculo

1. En hielo seco cortar el musculo gastrocnemio (a excepcion del

tenddn calcaneo y los extremos) en trozos de ~10 mg mediante el

uso de un bisturi.

2. Preparar tubos para homogenados de 2 mL (Bertin, Technologies,
Francia) con bolas de circonio de diferentes tamafios en su interior:
4 bolas de 1.4 mm y tres bolas de 2.8 mm (Bertin, Technologies,

Francia).

3. Colocar dentro de cada tubo para homogenado ~100 mg de musculo

previamente cortado.

4. Anadir a cada tubo la cantidad adecuada de buffer de lisado.
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1. Disgregar mecdnicamente las muestras con la ayuda del aparato
Precellys® Evolution tissue homogenizer (Bertin Technologies,

Francia).

2. Usar del siguiente programa para llevar a cabo la disgregacién
mecanica.

Programa: PROT MUSCLE

Caracteristicas del programa:

- Tube: 2mL

Speed: 6.500 RPM

Cycle: 8x25s

Pause: 15 s

1. Para sonicar las muestras realizar 3 ciclos, de 10 pulsos cada uno de

ellos, dejando la muestra reposar unos minutos entre ciclos.

1. Centrifugar las muestras 12 min a 16°C a una velocidad de 25.000 g.

2. Separar el pellet y el sobrenadante.

3. Guardar el sobrenadante o lisado muscular obtenido en el

congelador a -80°C hasta su posterior uso.
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- Medios utilizados para la preparacion de los lisados:

e 1 pastilla de PhosStop (Sigma Aldrich)
e 1 mLdeH,0OmiliQ

e 1 pastilla de complete Protease Inhibitor
Cocktail (Sigma Aldrich)
e 1 mLde H,0 miliQ

e 36.6 g Urea
e 5mlSDS 20%
e Enrasar con H,0 miliQ

Para 10 mg de musculo:

- 100 pL Urea 6 M-1% SDS
- 2 uL Complete 50X
- 10 pL PhosphoSTOP 10x

8.2. Cuantificacién de la proteina total

La proteina total de los lisados musculares fue cuantificada mediante el kit de ensayo
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (#23227, ThermoFisher Scientific). Se siguieron todas las
indicaciones del protocolo de la casa comercial y la lectura de la placa se realizé en el

lector de placas Tecan INFINITE 200 (Tecan Austria Gmbh).

103



Materiales y Métodos

8.3. Western blotting

La cantidad requerida de muestra homogenizada se diluyd en el momento de ser
usada en un medio o buffer de carga. Con el fin de desnaturalizar las muestras y hacerlas

visibles durante el proceso de electroforesis.

Buffer de carga electroforesis

62.5 mM Tris-HCl pH 6.8
2.3% SDS
10% glicerol

15% mercaptoetanol

0.001% bromophenol azul

Tras ello las muestras se separardon en geles SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate-

polyacrylamide gel electrophoresis) al 7% o 10% de acrilamida mediante electroforesis.

Protocolo geles acrilamida y electroforesis

1. Limpiar los cristales (1.5 mm de grosor) con etanol y H,O miliQ.

2. Montar los cristales en los soportes y alinearlos en su parte inferior.
Poner vaselina en las esquinas inferiores con el fin de sellar los

cristales y la posible salida de liquido.

3. Adadir separating buffer con una pipeta pasteur en el interior de los

cristales hasta llegar a la altura deseada (3/4 del cristal).

4. Nada mas anadir el separating buffer, afiadir agua de forma
controlada por las esquinas de los cristales alineando

horizontalmente el frente del gel.

5. Transcurridos 40 minutos, si el gel ha polimerizado, retirar el H,0

miliQ afiadido en el paso 4.

6. Verter stacking buffer entre los cristales hasta sobrepasar por la

parte superior.
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7. Seguidamente introducir el peine (15 pozos) entre los dos cristales,

evitando formar ninguna burbuja entre el peine y el liquido.

8. Pasados 20 minutos, si el gel ha polimerizado, proceder a retirar el

peine.

9. Limpiar los restos de acrilamida de los pozos con una aguja.

10. Llenar los pozos con gel de electroforesis (3/4 partes del pozo). A
continuacion, anadir cada muestra preparada a cada pozo y el

marcador de peso molecular en los extremos.

11. Colocar los cristales dentro de la cubeta y llenarla con buffer de

electroforesis 1x.

12. Efectuar electroforesis a 80 V (voltaje constante) durante 20 min, y
trascurrido este tiempo, pasar a 170 V durante el tiempo necesario

para que las proteinas migren hasta la altura de nuestro interés.

- Preparado de soluciones para los geles:

Solucidn Stacking

e 1.5mLH,0 miliQ

e 450 pL acrilamida

® 666 uL stacking buffer 4X
e 42 uL APS 10%

e 5 uLTEMED

Solucidn Separating 7.5% 10%
H>0 mili Q 6.15 mL 4.48 mL
Acrilamida 2.1 mL 3.76 mL
Separating buffer 4x 2.85 mL 2.85 mL
APS 10% 168 uL 168 uL

(Ammonium Persulfate)
TEMED 5 puL 5 uL
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- Soluciones de stock (almacenadas a temperatura ambiente):

e 6.06 g Trizma base e 18.17 g Trizma base
e 2 mLSDS 20% e 2 mLSDS 10%
e Ajustar pH 6.8 e Ajustar pH 8.8
60 g Trizma base e 100 mL buffer electroforesis
e 288 gglicina 10x (Stock)
e 20gSDS e 900 mL H,0 miliQ

e 1LH0miliQ

Una vez efectuada la electroforesis, se prosiguidé con la transferencia de las proteinas

a las membranas.

1. Activar las membranas de PVDF (Polyvinylidene difluoride)

sumergiéndolas en metanol durante 1 min.

2. Preparar el “sandwich” para la transferencia de la siguiente forma:

+ S T
. bsponja
Papel del filtro

] Membrana
1 Gel

Papel del filtro
I £5ponja

3. Colocar los “sandwich” creados en el interior de la cubeta, y llenar
la cubeta con buffer de transferencia 1X (previamente enfriado a

4°C).
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4. Latransferencia se lleva a cabo en camara fria (4°C) durante 90 min

a un amperaje constante de 400 mA.

- Soluciones stock almacenadas a 4°C.

Buffer transferencia 10x (1L) Buffer transferencia 1x (1L)

e 19.3 g Trizma base e 100 mL buffer transferencia 10x
e 90gglicina (Stock)

e 1L H;0miliQ e 900 mL H.0 miliQ

Una vez realizada la transferencia, la tincion Ponceau permite verificar la eficiencia
de la transferencia y comprobar que la carga se ha realizado correctamente, no
existiendo diferencias en la cantidad de proteina total entre cada muestra. Todas las
bandas/muestras obtenidas al final del proceso fueron finalmente normalizadas

respecto a la sefial registrada en la tincién de Ponceau.

Protocolo tincion Ponceau

1. Incubar las membranas en el medio de tincion Ponceau durante 5

min.

2. Aclarar con H,0 miliQ.

3. Tomar imagenes de colorimetria de la tincién Ponceau mediante el
equipo Odyssey Fc Imaging System (LI-COR Inc. Biotechnology) y el

software Image Studio (v. 5.2.5, LI-COR Inc. Biotechnology).

4. Retirar la tincion de las membranas mediante lavados:
1x10 min en NaOH 0.1 N
1x 10 min TBS-T 1x
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- Soluciones stock almacenadas a temperatura ambiente:

e 1gPonceau$ e 4gNaOH
e 50 mL acido acético e 1LH,0miliQ
e 950 mL H,0 miliQ

e 80g NaCL e 100 mL TBS 10x (Stock)
e 3.8KCl e 1900 mL H,0 miliQ
e 30 g Trizma Base e 1 mLTween 20

e 1LH0miliQ

e AjustarpH 7.4

Tras la realizacién de la tincidn Ponceau se continla con el bloqueo de la membrana

y la deteccion de proteinas de interés.

1. Para evitar uniones inespecificas, incubar las membranas con buffer
de bloqueo (4% BSA (Bovine Serum Albumina)-TBST 1x) durante 1 h

a temperatura ambiente en agitacion.

2. Incubar las membranas con anticuerpos primarios diluidos en buffer
de bloqueo (4% BSA-TBST 1x) durante 12-15 h a 4°C en agitacion.

(véase relacion de anticuerpos y diluciones).

3. Lavar las membranas con TBST-1x para eliminar los restos de

anticuerpo primario: 3 lavados x 10 min en agitacion

4. Incubar las membranas con el anticuerpo secundario

correspondiente diluido en buffer de bloqueo (4% BSA-TBST 1x)
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durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion (véase relacion de

anticuerpos y diluciones).

Lavar las membranas con TBST-1x para elimianr los restos de

anticuerpo secundario: 3 lavados x 10 min en agitacion.

Para obtener la sefial quimioluminiscente de las proteinas
detectadas, incubar las membranas con el kit comercial Clarity™
Western ECL Substrate (#170-5061, BioRad) bajo las indicaciones de

la casa comercial.

Tomar imagenes mediante el equipo Odyssey Fc Imaging System (LI-
COR Inc. Biotechnology) y el software Image Studio (v. 5.2.5, LI-COR

Inc. Biotechnology).

- Listado de anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones:

Anticuerpos Especie Dilucién Casa comerecial Referencia
HIF-1a Mouse 1:1000 ThermoFisher Scientific MA1-516
VEGF Mouse 1:1000 ThermoFisher Scientific MA1-16629
GLUT1 Rabbit 1:1000 Cell-Signaling Technology #12939
Phospho (T172)-AMPKa Rabbit 1:500 Cell-Signaling Technology #2535
AMPKa Rabbit 1:1000 Cell-Signaling Technology #5831
Phospho (Ser2448)- mTOR Rabbit 1:250 Cell-Signaling Technology #2971
mTOR Rabbit 1:1000 Cell-Signaling Technology #2983
Phospho (Ser473)- Akt Rabbit 1:1000 Cell-Signaling Technology #4060
Akt Rabbit 1:1000 Cell-Signaling Technology #9272
- Listado de anticuerpos secundarios utilizados y sus diluciones:

Anticuerpos Dilucién Casa comercial Referencia

Goat anti-rabbit I1gG 1:5000 ThermoFisher Scientific #31460

Goat anti- mouse 1gG 1:5000 ThermoFisher Scientific #31430
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En los casos en los que tanto la forma total como la forma fosforilada de una proteina
ha sido analizada se ha llevado a cabo un stripping, con la finalidad de utilizar las mismas
membranas para realizar la deteccién de ambas formas (forma total y fosforilada) y asi

evitar posibles alteraciones o cambios.

Protocolo

=

Calentar buffer stripping a 50°C.

2. Incubar membranas con buffer stripping durante 30 min en

agitacion.

3. Lavar las membranas con TBST-1x para eliminar los restos del buffer

stripping: 3 lavados x 15 min en agitacion.

4. Comprobar que el stripping ha funcionado:

Bloguear membrana 1 h a tempratura ambiente con buffer de

bloqueo.

- Incubar con el anticuerpo secundario correspondiente diluido en
buffer de bloqueo (4% BSA-TBST 1x) durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacién (véase relacién de anticuerpos y
diluciones).

- Lavar con TBST-1x los restos de anticuerpo secundario: 3 lavados
x 10 min en agitacion.

- Observar la sefial quimioluminiscente de las proteinas

detectadas mediante los anticuerpos, para ello incubar las

membranas con el kit comercial Clarity™ Western ECL Substrate

(#170-5061, BioRad) bajo las indicaciones de la casa comercial.

5. Sino se detecta sefial pasamos al Punto 6. Si todavia queda sefial de

la proteina previa en la membrana volvemos al Punto 1.

6. Realizar el protocolo de tincion Ponceau.

7. Incubar con la nueva proteina, para ello realizar el protocolo de

bloqueo de membrana y deteccion de proteinas completo.
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9. Inmunofluorescencia

Se realizaron cortes transversales seriados empezando en la union miotendinosa del
tendodn calcaneo-musculo gastrocnemio hasta una vez rebasada la lesion muscular. Se
realizaron cortes de un grosor de 12 um en el criostato a -22°C (Leica 3050S, Alemania)
y los cortes se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados, con el fin de

mejorar la adherencia de la muestra y evitar su retraccidn.

Mediante la tincion de Hematoxilina-Eosina se identificé el punto de mayor extension
de la lesion, siendo en el portaobjetos equivalente a este nivel donde se efectud

posteriormente la tincidon de inmunofluorescencia.

Protocolo Hematoxilina-Eosina

1. Sumergir las muestras durante 3 min en Hematoxilina Harris (VWR

chemicals).

2. Aclarar con H;0 destilada hasta eliminar el exceso de colorante.

3. Sumergir las muestras en Eosina al 1% durante 2 min.

4. Aclarar con H,0 destilada hasta eliminar el exceso de colorante.

5. Deshidratar las muestras:

1 min etanol 50%

- 2x1 min etanol 70%

- 1 min etanol 90%

- 2x1 min etanol 100%

- Sumergir 5 s en xileno

6. Montar con DPX
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- Medios de stock (almacenados a temperatura ambiente):

Eosina 1% (100 mL)

e 1gEosina
e 100 pl de acido acético glacial
e 100 mL H,0 destilada

A continuacién, se muestra el protocolo seguido para realizar las tinciones de

inmunofluorescencia:

Protocolo inmunofluorescencia

1. Fijar las muestras en acetona (pre-enfriada a -20°C) durante 10 min

a temperatura ambiente.

2. Bloquear las muestras con 3% BSA-PBS1x durante 10 min a

temperatura ambiente.

3. Incubar las muestras con anticuerpos primarios diluidos en 3% BSA-
PBS 1x durante 18 h a 4°C en una caja humeda (véase relacion de

anticuerpos y diluciones).

4. Realizar 3 lavados de 10 min con PBS 1x en agitacion.

5. Incubar las muestras con los correspondientes anticuerpos
secundarios diluidos en 3% BSA-PBS 1x durante 1 h a 4°C en una caja

himeda (véase relacidn de anticuerpos y diluciones).

6. Realizar 3 lavados de 10 min con PBS 1x en agitacién.

7. Montar con Fluoroshield con DAPI (Sigma-Aldrich).

8. Dejar secar las muestras a temperatura ambiente en oscuridad

durante 48 h y posteriormente almacenar a -20°C.
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- Listado de anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones:

Anticuerpos Especie | Dilucién Casa comercial Referencia
anti-Collagen | Rabbit 1:100 Abcam ab34710
dMHC Mouse 1:100 Novacastra NCL-MHCd
- Listado de anticuerpos secundarios utilizados y sus diluciones:
Anticuerpos Especie | Dilucién Casa comercial Referencia
Alexa Fluor® 488 Rabbit 1:1000 ThermoFisher Scientific | #A-11008
Alexa Fluor® 568 Mouse | 1:1000 ThermoFisher Scientific | #A-11004

La obtencidn de las imagenes se realizé a través de un microscopio de fluorescencia
(DMIRE2, Leica, Alemania) conectado a una camara digital (DFC360 FX, Leica, Alemania)
a un aumento de 10x. Las imagenes obtenidas fueron analizadas utilizando el programa
Imagel (v. 1.51n; Instituto Nacional de Salud, Estados Unidos). Mediante la tincion dMHC
se identificd el nUmero total de fibras positivas en dMHC y se midié su FCSA, ademas la
tincién DAPI nos permitid identificar la presencia de nucleos centrales en las fibras
musculares. Finalmente, se calculé el porcentaje de colageno | en las imagenes de

microscopia.

9. Analisis estadistico

Los resultados entre grupos han sido comparados utilizando una ANOVA de una via,
seguido de un test Holm-Sidak post hoc, o t-Student cuando asi se requeria. Las
comparaciones estadisticas solo se han llevado a cabo entre los grupos
correspondientes al mismo punto temporal de muestreo, nunca entre los puntos
temporales 9y 21 dias. En el caso de las comparaciones entre musculos contralaterales,
derecho vs. izquierdo (Bloques 1 y 3), se utilizo un t-test para muestras apareadas

(Paired test). La significancia estadistica se establecid en p<0.05 y los resultados han sido
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reportados como media + desviacion estandar. El analisis estadistico se ha realizado

utilizando el paquete estadistico SlgmaPlot 11 (Systat Sofware, Inc., Estados Unidos).

Muchas de las figuras se encuentran representadas mediante box- and- whisker plots.
De forma que, las cajas muestran el primer y el tercer tercil separados por la medianay
la media se representa por medio de una cruz. Los whiskers o bigotes representan los
valores maximos y minimos para cada grupo. En los casos en los que los resultados se
representan por medio de histogramas el valor de cada muestra ha sido representado
por un punto, con el fin de mostrar la dispersién de las muestras. Las figuras han sido
disefiadas por medio del programa Graph Pad Prism 9 (Graph Pad Sofware, Inc., Estados

Unidos).
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Resultados

Los resultados obtenidos en el presente estudio han sido agrupados y divididos en
tres bloques principales. El primer bloque esta dirigido a la validacién del disefo
experimental, es decir, a comprobar si el modelo animal utilizado es correcto y valido
para llevar a cabo nuestro estudio. En los dos bloques siguientes se agrupan los
resultados relacionados con las diferentes respuestas fisioldgicas observadas ante la
exposicién al frio, a la hipoxia, y al frio e hipoxia simultdneamente. De forma que, en el
segundo bloque se presentan los diferentes cambios y/o respuestas en la composicion
corporal, perfil hematoldgico y en la morfologia de las fibras musculares de los animales.
Y para finalizar, el tercer bloque recoge los resultados relativos a los efectos de la
exposicion al frio y/o hipoxia en el proceso de regeneracidon muscular tras una lesién.
Este ultimo bloque aborda los efectos de los tratamientos sobre la regeneracién

muscular desde un punto de vista funcional, histoldgico y molecular.
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1. Bloque 1: Validacion del diseiio experimental

1.1. Simetria anatomica

Antes de dar inicio a nuestro estudio, consideramos que era importante poder
comprobar empiricamente si la simetria anatémica existente entre el lado derecho e
izquierdo de las ratas se traduce también en una simetria morfo-funcional muscular
(Group_LAT). Para ello, en primer lugar, se llevaron a cabo unas pruebas de funcion
muscular in vivo en ambos gastrocnemios, con el objetivo de comprobar si la capacidad
contractil del gastrocnemio derecho e izquierdo son iguales (Figura 12). Tras ello, se
diseccionaron 5 musculos (GAS, TA, SOL, EDL y cudadriceps) de cada una de las patas
traseras de los animales, con el fin de poder verificar la existencia o no de diferencias
entre los pesos de los musculos del lado derecho e izquierdo del cuerpo (Tabla 3).
Finalmente, mediante tinciones histoquimicas se tipificaron las fibras musculares de
ambos musculos gastrocnemios y se midieron las areas transversales de dichas fibras,
para poder observar las posibles diferencias morfoldgicas existentes a nivel histoldgico

entre el gastrocnemio derecho e izquierdo (Figura 13 y 14).

La Figura 12 muestra la ausencia de diferencias significativas entre el GAS derecho e
izquierdo en la capacidad de generar fuerza (PF: 73.8 + 13 vs. 71.0 + 10 mN/g, p=0.664;
TetF: 219.5 + 12 vs. 212.9 + 15 mN/g, p=0.493) (Figura 12A) y en los tiempos de
contraccion (CT: 43.3 £ 8 vs. 44.9 £ 14 ms, p=0.643) y de relajacién (HRT: 77.3 + 14 vs.
81.8 + 24 ms, p=0.495) (Figura 12B). Asi mismo, ambas patas registraron valores
similares en la resistencia a la fatiga a baja frecuencia (p=0.591) y en la recuperacién de
la fuerza post-fatiga (p=0.575) (Figura 12C). Por ultimo, no se observaron diferencias
significativas en las curvas de fuerza-frecuencia generadas a partir de los registros
obtenidos en ambos musculos gastrocnemios (Figura 12D). Por lo tanto, y basandonos
en estos resultados, podemos considerar que no existen diferencias funcionales entre

el gastrocnemio derecho e izquierdo de las ratas.
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Figura 12: Registros de los diferentes parametros de funcionalidad muscular evaluados en el gastrocnemio derecho
e izquierdo. (A) Parametros de fuerza: fuerza pico y fuerza tetanica; (B) Parametros de tiempo: tiempo de contraccion
y tiempo de relajacion; (C) Parametros de fatiga: fatiga a baja frecuencia y fuerza pico post-fatiga; (D) Curvas de
fuerza-frecuencia, expresadas como el porcentaje de fuerza tetdnica a diferentes frecuencias de estimulacion.
Tamafio de la muestra: n=6.

Tabla 3: Pesos de los musculos de las patas traseras derecha e izquierda de las ratas.

Right Left p-value

Gastrocnemius/ Body 6.55 + 0.40 6.49 + 0.40 0.265
weight (%)

Tibialis anterior/ Body 1.96+0.13 204+018 0.936
weight (%.)

Soleus/ Body weight (%) 039+0.11 0.42 + 0.06 0.250
Extensor digitorum 0.44 +0.03 0.43 £ 0.05 0318
longus/ Body weight (%.)

Quadriceps/ Body weight = ¢ 54 1 | 4¢ 633+ 1231 0.326

(%0)

Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar. Los pesos de los musculos han sido normalizados

respecto al peso corporal del animal. Tamafio de la muestra: n=6.
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En cuanto a los pesos de los musculos diseccionados de las patas traseras de los
animales, como se puede observar en la Tabla 3, no se detectaron diferencias
sistematicas entre los musculos de las patas derechas e izquierdas, pudiéndose decir

que ambas patas presentan una simetria anatémica en cuanto a masa muscular se

refiere.
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Figura 13: Area transversal de las fibras de los musculos gastrocnemios derecho e izquierdo. Resultados obtenidos
en los campos (A) rojo, (B) intermedio y (C) blanco del musculo gastrocnemio. Tamafio de la muestra: n=6. FCSA, area
transversal de las fibras; SO, fibras lentas oxidativas; FOG, fibras rapidas oxidativas glucoliticas; FIG, fibras rapidas

intermedias glucoliticas; FG, fibras rapidas glucoliticas.

Finalmente, a través de tinciones histoquimicas se analizo el drea transversal de las
fibras y el porcentaje de cada tipo de fibra en cada uno de los dos musculos
gastrocnemios. Como se puede observar en la Figura 13, no se han identificado
diferencias significativas entre el musculo derecho y el izquierdo en el FCSA de ninguno
de los tipos fibras y en ninguna de las zonas del musculo analizadas (Red: SO: p=0.394;
FOG: p=0.970; FIG: p=0.701; Intermediate: SO: p=0.449; FOG: p=0.805; FIG: p=0.804; FG:
p=0.807; White: FOG: p=0.902; FIG: p=0.404; FG: p=0.913). Ademas, no se han
encontrado diferencias significativas en la poblacion de fibras, observandose
proporciones similares de cada tipo de fibra tanto en el gastrocnemio derecho como en

el izquierdo en todas las zonas estudiadas (Figura 14).
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Figura 14: Distribucion de los diferentes tipos de fibras en el musculo gastrocnemio derecho e izquierdo. Las fibras
han sido analizadas en tres zonas diferentes del musculo gastrocnemio: zona roja, intermedia y blanca. Los resultados
se presentan como la media + desviacion estdndar. Tamaio de la muestra: n=6. SO, fibras lentas oxidativas; FOG,
fibras rapidas oxidativas glucoliticas; FIG, fibras rapidas intermedias glucoliticas; FG, fibras rdpidas glucoliticas.

1.2. Validacion del método de lesion

Una vez seleccionado el método de lesién a utilizar, decidimos validar nosotros
mismos nuestra capacidad para ejecutar dicho procedimiento, y para ello decidimos
incluir en nuestro trabajo un grupo experimental denominado CTRL_O. Los animales del
grupo CTRL_O fueron lesionados quirudrgicamente en su pata derecha, y tras 24 h fueron
sometidos a unas pruebas de funcién muscular (Figura 15). Ademas, los musculos
lesionados de este grupo CTRL_O fueron procesados y tefiidos mediante la técnica
histoldgica Hematoxilina-Eosina, con el fin de poder observar a nivel histolégico si la

lesidn se habia ejecutado correctamente, y el alcance y lugar de dicha lesién (Figura 16).
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Figura 15: Registros de los parametros de funcionalidad muscular 24 h post-lesion. Se representan tanto los registros
del musculo gastrocnemio lesionado (injured) como del contralateral no lesionado (non-injured). (A) fuerza pico, (B)
fuerza tetanica y (C) fatiga a baja frecuencia. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como *p<0.05
y **p<0.001. Tamafio de la muestra: n=6.

Como se puede observar en la Figura 15A-C, los animales del grupo CTRL_O
mostraron una disminucion significativa de la PF, TetF y LFF 24 h después de sufrir una
lesion muscular inducida quirdrgicamente (p=0.0012, p=0.0008 vy p=0.007,
respectivamente). Sin embargo, no se observaron cambios entre el musculo GAS
lesionado y el no lesionado en los pardmetros CT (39.2 £ 5.5 vs. 39.0 £ 3.5 ms, p=0.922)
y HRT (67.7 £ 12.6 vs. 69.0 £ 6.6 ms, p=0.637) (datos no mostrados en grafico). Por otro
lado, el GAS lesionado mostré una relacion gastrocnemio/masa corporal
significativamente mayor que su contralateral no lesionado (7.35 £ 0.50 vs. 6.92 + 0.27
%o, p=0.007) (datos no mostrados en grafico). Con estos resultados, se confirma que la
lesiéon inducida mediante este método quirdrgico produce una reduccion de la
capacidad contractil del musculo, ya que los parametros mds relevantes en la evaluacién

de la fuerza muscular aparecen alterados.

A pesar de que las tinciones histoldgicas no se analizaron cuantitativamente, fueron
de gran utilidad para poder verificar la magnitud y localizacién de la lesion. La Figura
16A y B (zona marcada y ampliada) muestra la zona del musculo lesionada, la imagen
fue tomada 24 h post-lesion, momento en el cual tienen lugar la degeneracion y necrosis
de las miofibras. En la zona lesionada se puede apreciar una disrupcion de la

arquitectura normal del musculo y la infiltracidn de células inflamatorias.
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Figura 16: Imagen representativa de la lesion muscular 24 h post-lesion. Tincion histoldgica de Hematoxilina-Eosina
en el musculo gastrocnemio de rata a diferentes aumentos: (A) 4x y (B) 10x.
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2. Bloque 2: Respuestas fisioldgicas al frio y la hipoxia

2.1. Evolucién del peso de los animales y composicidn corporal

Con la finalidad de conocer el grado de estrés que los diferentes protocolos podrian
generar en nuestros animales, decidimos monitorizar su peso corporal (BW, Body

Weight) a lo largo del estudio.
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Figura 17: Evolucion del peso corporal de los animales. Las diferencias estadisticamente significativas se indican
como: *p<0.05, **p<0.001 entre los siguientes pares: a, CTRL vs. COLD; b, CTRL vs. HYPO, c, CTRL vs. COHY; d, COLD
vs. HYPO; e, COLD vs. COHY; f, HYPO vs. COHY. CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente;
COHY, frio + hipoxia intermitente.

En la Figura 17 se puede ver la evolucidn del crecimiento de los animales, con el
porcentaje de cambio de peso calculado cada dos dias. Los animales de todos los grupos
experimentales incrementaron su peso a lo largo del estudio, aunque el crecimiento
registrado no fue igual en todos los puntos temporales para todos los grupos de
intervencion. En el dia 2 de intervencién los dos grupos sometidos a HHI sufrieron una
disminucion significativa de su peso corporal en comparacion con el grupo CTRL (vs.
HYPO, p<0.001; vs. COHY, p<0.001) y el grupo HYPO presenté un incremento del peso
corporal menor que el grupo COLD (p<0.001). Entre los dias 2 y 4 de estudio los animales
sometidos a frio e hipoxia (COHY) exhibieron un crecimiento menor que los animales

pertenecientes al resto de grupos (p<0.001), mientras que no se observaron diferencias
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entre el resto de los grupos. Es entre los dias 6 y 8 cuando se vuelven a detectar
diferencias respecto al grupo COHY, observandose en este grupo un incremento del
peso corporal menor que en los grupos CTRL y COLD (p=0.005 y p=0.009,
respectivamente). Entre el dia 10 y 12 de intervencién, el grupo COLD presentd un
incremento de peso mayor que los grupos CTRL y COHY (p=0.006 y p=0.001,
respectivamente). En adelante no se registraron mds diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes grupos experimentales.

En la Tabla 4 se muestra el porcentaje de cambio de peso experimentado entre el
inicioy el final del estudio por los animales de los diferentes grupos. Pudiéndose apreciar
como en el dia 9 de intervencién los animales expuestos a HHI, tanto de forma aislada
como en combinacién con el frio, mostraron un incremento del peso corporal menor
gue los animales control (p<0.001 y p=0.004, respectivamente). Ademads, los animales
del grupo COHY presentaron un menor incremento de peso en comparacion con el
grupo COLD (p<0.026). Sin embargo, tras 21 dias de intervencion, el grupo COLD registré
una ganancia de peso significativamente mayor que el resto de los grupos, mientras que

no se detectaron diferencias significativas entre los demas grupos.

La Tabla 4 muestra los diferentes parametros evaluados con el fin de poder conocer
como los diferentes tratamientos han podido modificar la composicion corporal de los
animales. Los animales expuestos a HHI durante 9 dias, tanto de forma aislada como
junto al frio, presentaron una mayor masa muscular en las patas traseras (peso GAS+TA)
gue los animales de los grupos COLD y CTRL, aunque estas diferencias Unicamente
fueron estadisticamente significativas en el grupo HYPO (vs. COLD, p <0.001; vs. CTRL,
p=0.006) (Tabla 4). Sin embargo, tras 21 dias, todos los grupos intervenidos con algun
tipo de tratamiento exhibieron una masa muscular (GAS+TA) mayor que el grupo CTRL
(p<0.001). Ademas, el grupo HYPO también mostré una mayor masa muscular en

comparacion con el grupo COHY (p=0.001).
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Tabla 4: Parametros de composicion corporal.

9 days 21 days
CTRL COLD HYPO CTRL COLD HYPO
n=14 n=15 n=11 n=14 n=13 n=11
BW (A%) 248412 26+17 18715 417432 489419° | 37.7+26%
Muscle (GASTTAY | s 001 1642003 | 1.800.09"# 2624004 3084007 | 335£0.11°%
100 g BW
PAT/BW (mg/g) | 898+100 8132098 781137 1000145  1007+133 = 838+ 1.13%
BAT/BW (mg/g) 131+0.26 17340307 0.76+0.137## 1.12+0.24 138+0.20"  0.89+0.11°%
Diaphragm/ 193+017 1904019  1.80+0.14 181£033 1824020  183+029
BW (mg/g)
Heart/BW (mg/g) 3.35+0.30 3.34+0.36 3.48+0.10 3.37+0.30 3.41+0.34 3.40+0.23
Right ventricle/ 244528 250424 283441 2564411 263440  288+27
total heart (%)

Los resultados se presentan como la media * desviacidn estdndar. Las diferencias estadisticamente significativas se
indican como: *p<0.05 vs. CTRL, **p<0.001 vs CTRL, #p<0.05 vs. COLD, ##p<0.001 vs. COLD, $p<0.05 vs. HYPO,
$5p<0.001 vs HYPO. BW, peso corporal; GAS, musculo gastrocnemio; TA, musculo tibial anterior; PAT, tejido adiposo
perigonadal; BAT, tejido adiposo marrén. CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY,
frio + hipoxia intermitente.

En cuanto al tejido adiposo, se ha observado que la exposicién a hipoxia intermitente
de forma aislada provoca una disminucion del indice BAT/BW, este cambio se pudo
identificar ya a los 9 dias de tratamiento y se mantuvo a lo largo de todo el experimento
(Tabla 4). Por otro lado, el grupo COLD tras 9 dias de ICE mostré un incremento
significativo del indice BAT/BW respecto a los grupos CTRL, COLD e HYPO (p<0.001,
p<0.001 y p=0.005, respectivamente). Sin embargo, tras 21 dias, los valores superiores
del peso del BAT del grupo COLD unicamente fueron significativamente diferentes
respecto a aquellos grupos no sometidos a frio (vs. CTRL, p=0.003 y vs. HYPO, p> 0.001),
postulando asi al frio como el posible elemento responsable de la activacién del BAT. En
relacion al peso del tejido adiposo perigonadal, no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos durante los primeros dias del
estudio, pero tras 21 dias, los animales del grupo HYPO mostraron una reduccién
significativa del indice PAT/BW con relacidn al resto de los grupos experimentales (Tabla

a).
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Por otro lado, no se hallaron diferencias significativas entre los diferentes grupos ni
en el peso del diafragma ni en el peso del corazén. Sin embargo, el indice ventricular
derecho (calculado como la razén peso ventriculo derecho/peso total del corazén) fue
significativamente superior en el grupo HYPO durante los primeros 9 dias de HHI,
mientras que, a los 21 dias no se registraron cambios significativos entre los diferentes

grupos (Tabla 4).

Finalmente, destacar que el indice de supervivencia de los animales fue del 100%,
pudiendo por lo tanto afirmar, que nuestros procedimientos fueron seguros y que el
grado de estrés que los diferentes tratamientos pudieron generar sobre los animales no

tuvieron tal magnitud como para comprometer su viabilidad.

2.2. Pardmetros hematoldgicos
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Figura 18: Parametros hematoldgicos. (A) Hematocrito, (B) contaje de glébulos rojos, (C) concentracion de
hemoglobina. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como: *p<0.05 vs. CTRL, **p<0.001 vs. CTRL,
#p<0.05 vs. COLD, #p<0.001 vs. COLD, $p<0.05 vs. HYPO, $$p<0.001 vs. HYPO. Tamafio de la muestra: n=8-13 por grupo
a cada punto temporal. CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia
intermitente.
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En la Figura 18A-C se muestran los resultados de los parametros hematoldgicos
relacionados con el transporte de oxigeno. Se puede observar que tanto a 9 como 21
dias el grupo COLD muestra en los tres parametros analizados (Htc, RBC y [Hb]) valores
ligeramente superiores que el grupo CTRL. Sin embargo, debido a la gran dispersion que
presentan los datos (ilustrado mediante una caja de gran tamafio), los resultados
Unicamente muestran diferencias estadisticamente significativas en [Hb] a 9 dias (CTRL
vs. COLD, p=0.021). El grupo HYPO por su parte, presentd tanto a 9 como a 21 dias una
[Hb] y un Htc significativamente superior que el grupo CTRL, y un Htc significativamente
mas elevado que el grupo COLD tras 21 dias (p=0.005). Ademas, el grupo HYPO mostré
un mayor numero de RBC que los grupos CTRL y COLD, pero estas diferencias no
alcanzaron a ser estadisticamente significativas (Figura 18B). Por ultimo, el grupo COHY
exhibié en los tres parametros relacionados con el transporte de oxigeno valores
superiores a los registrados en los demds grupos. Estos incrementos fueron
estadisticamente significativos respecto a los grupos CTRL y COLD en Htc a 9y 21 dias,
en RBC a 21 dias y en [Hb] a 9 dias, y diferentes Unicamente respecto al grupo CTRL en

RBC a 9 dias (p=0.004) y en [Hb] a 21 dias (p=0.004).

Tabla 5: indices hematimétricos.

9 days 21 days
CTRL COLD HYPO CTRL COLD HYPO
n=11 n=13 n=8 n=9 n=12 n=9

MCYV (fL) 66.7+2.3 67.6+2.1 68.6 1.2 65.2+2.6 652+2.8 66.6 + 1.0

MHC (pg) 184+0.9 18.8£2.1 19.4+0.5 185+ 1.6 19.1 £1.08 19.22+0.9

MCHC (g/dL) | 27.7+1.0 28.6+12  283+08 275+04  299+15 = 29.0+13"

*

WBC(10°L) | 70+1.6 125+15° @ 109+4.1 64+1.7 6.9+2.1 10.4 + 4.5

Platelets

522476  603+224 = 392+ 95

Los resultados se presentan como la media * desviacidn estdndar. Las diferencias estadisticamente significativas se
indican como: *p<0.05 vs. CTRL, #p<0.05 vs. COLD, $p<0.05 vs. HYPO. MCV, volumen corpuscular medio; MHC,
hemoglobina corpuscular media; MCHC, concentracion de hemoglobina corpuscular media; WBC, glébulos blancos.
CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia intermitente.
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En la Tabla 5, se pueden apreciar los indices hematimétricos y el contaje de gldbulos
blancos (WBC) y plaquetas de los cuatro grupos. En cuanto a los indices hematimétricos,
Unicamente se observaron diferencias en MCV a 9 dias, dénde el grupo COHY presenté
valores significativamente superiores que el grupo CTRL y COLD (p=0.001 y p=0.009,
respectivamente), y en el pardmetro MHCH a 21 dias, dénde los grupos COLD e HYPO
mostraron valores superiores que el grupo CTRL (p<0.001 y p=0.009, respectivamente),
mientras que COHY exhibié un promedio menor que el grupo COLD (p=0.009). Todos los
grupos de intervencion mostraron promedios de WBC superiores al grupo CTRL a 9 dias,
mientras que, en el muestreo realizado a 21 dias el grupo HYPO presentd mayores
cantidades de WBC que el resto de los grupos experimentales. Por ultimo, a 9 dias el
grupo HYPO presentd un contaje de plaquetas significativamente menor que el grupo
CTRL (p=0.003), y los dos grupos expuestos a hipoxia (HYPO y COHY) mostraron un
volumen plaquetario inferior al grupo COLD (p=0.002 en ambos casos). Sin embargo, a

los 21 dias los cambios registrados en el volumen de plaquetas se disiparon.

2.3 Areatransversal de la fibra y didmetro de Feret

En la Figura 19A-D se representa el promedio de FCSA de cada tipo de fibra. Todos
los grupos experimentales presentaron tras 9 dias una ligera disminucion del FCSA
respecto al grupo CTRL en las fibras SO, siendo ademas esta disminucién significativa
entre el grupo CTRLy COHY (p=0.049). Sin embargo, tras 21 dias, los grupos CTRLy COLD
exhibieron un FCSA similar (3314 + 631 vs. 3400 + 504 um?), mientras que los grupos
sometidos a hipoxia (HYPO y COHY) mostraron una clara tendencia no significativa hacia
fibras SO de menor tamafio (Figura 19A). El didmetro de Feret, entendido como la
distancia mas larga entre dos puntos cualesquiera a lo largo del limite de una seccion,
se muestra en la Figura 19E-H y se representa al igual que el FCSA por tipos de fibra. El
diametro de Feret de las fibras SO mostré un comportamiento muy similar al observado
en el area de las fibras, asi, a los 9 dias los grupos experimentales COLD, HYPO y COHY
mostraron un didmetro de Feret menor que el grupo CTRL (p=0.095, p=0.043 y p=0.007,
respectivamente), mientras que tras 21 dias los grupos HYPO y COHY exhibieron un
diametro de Feret menor que los otros dos grupos, pero sin alcanzar diferencias

significativas (Figura 19E).
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Figura 19: Morfometria de los diferentes tipos de fibras del musculo gastrocnemio. (A-D) Area transversal de las
fibras (FCSA), (E-H) diametro de Feret. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como: *p<0.05 vs.
CTRL. Tamaiio de la muestra: n=6 por grupo a cada punto temporal. SO, fibras lentas oxidativas; FOG, fibras rapidas
oxidativas glucoliticas; FIG, fibras rapidas intermedias glucoliticas; FG, fibras rapidas glucoliticas; CTRL, control; COLD,

frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia intermitente.

137



Bloque 2

Las fibras FOG y FIG mostraron un comportamiento muy similar ante los diferentes
tratamientos en el andlisis realizado tras 9 dias de intervencién (Figura 19B y C). Las
fibras sometidas a frio intermitente (COLD y COHY) sufrieron una ligera disminucién no
significativa del FCSA, mientras que las fibras del grupo HYPO no mostraron casi
variaciones respecto al grupo CTRL. Sin embargo, tras 21 dias, todos los grupos
intervenidos presentaron un promedio del FCSA menor que el grupo CTRL, aunque con
algunas diferencias, ya que el grupo COLD exhibié una ligera disminucién de FCSA,
mientras que las fibras de los grupos hipdéxicos (HYPO y COHY) redujeron su tamafio de
forma considerable (entre un 9% y 21%) respecto al grupo CTRL, aunque sin llegar a
mostrar diferencias significativas. Una vez mas, los registros obtenidos del diametro de
Feret en las fibras FOG y FIG, confirman que durante la exposicidn al frio y/o la hipoxia
la reduccion del tamafio de las fibras estda acompafiada por una tendencia hacia una

forma mas redondeada de la seccién transversal de las fibras (Figura 19F y G).

Como se observa en la Figura 19D los grupos HYPO y COHY mostraron a los 9 dias una
tendencia no significativa hacia fibras FG de menor tamafio que las de los grupos CTRL
y COLD, mientras que, a los 21 dias estas diferencias desaparecieron. El diametro de
Feret mostrd unos resultados muy similares a los registrados en el FCSA de las fibras FG,
y por lo tanto, no se detectaron diferencias significativas entre los grupos en ningun

punto temporal (Figura 19H).

2.4. Capilarizacion individual de las fibras

El grado de irrigacion de una fibra estd marcado por el nimero de capilares que la
rodea, pero, sobre todo, por el nimero de capilares que la contacta en relacion al drea
de la seccion transversal de la propia fibra. En el presente estudio hemos podido
observar que, tras la exposicion al frio y/o la hipoxia durante 9 dias, todos los tipos de
fibras mostraron una tendencia a disminuir el promedio de NCF en comparacién con las
fibras del grupo CTRL (Figura 20A-D). Esta disminucion del NCF es mds pronunciada en
las fibras FOG, FIG y FG del grupo COHY, llegando a mostrarse diferencias significativas
respecto al grupo CTRL en las fibras FG (p=0.003) (Figura 20B-D). Ademas, el grupo

HYPO, también mostré una destacada reduccion en el NCF respecto al grupo CTRL en los
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tipos de fibras SO y FG (p=0.089 y p=0.022, respectivamente) (Figura 20A y D). Sin
embargo, una vez transcurridos 21 dias de intervencién pudimos observar en el grupo
COLD una ligera tendencia, aunque no significativa, a aumentar su promedio de NCF
respecto al grupo CTRL en todos los tipos de fibras. Mientras que, por el contrario, el
grupo HYPO mostré una disminucidn, tampoco estadisticamente significativa, en el NCF
en las fibras de caracter oxidativo (Figura 20A-C), y el grupo COHY presenté valores muy

similares a los registrados en el grupo CTRL en todos los tipos de fibras.

El NCF es un parametro que se encuentra directamente relacionado con el tamafio
de las fibras. En el presente trabajo, con la finalidad de corregir la influencia del tamafo
de las fibras sobre el nimero de capilares, se ha afiadido el pardmetro CCA, es decir, un
indice que nos indica la relacion directa entre los capilares y el area de fibra que estos
irrigan (Figura 20E-H). En el andlisis realizado a los 9 dias de estudio, no se identificaron
diferencias significativas entre los diferentes grupos en ninguno de los tipos de fibras,
pese a que el grupo HYPO pareciera mostrar una pequefia tendencia hacia valores mas
bajos. Sin embargo, a los 21 dias, el grupo COLD mostré una pequefia tendencia hacia
valores de CCA mas elevados que el grupo CTRL en todos los tipos de fibras. Por su parte,
el grupo HYPO también mostré valores ligeramente superiores al grupo CTRL en las
fibras SO y FOG (incremento del 10% en ambos casos) (Figura 20E y F), mientras que el
grupo COHY mostré un destacado incremento del CCA en las fibras SO y FOG respecto
al grupo CTRL (p=0.075 y p=0.004, respectivamente) (Figura 20E y F) y en las fibras FIG

respecto al resto de los grupos (Figura 20G).
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NCF
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Figura 20: Capilarizacion individual de las fibras del musculo gastrocnemio. (A-D) Nimero de capilares por fibra
(NCF), (E-H) indice de capilarizacidn fibrilar (CCA). Las diferencias estadisticamente significativas se indican como:
*p<0.05 vs. CTRL, #p<0.05 vs. COLD, $p<0.05 vs. HYPO. Tamafio de la muestra: n=6 por grupo a cada punto temporal.
SO, fibras lentas oxidativas; FOG, fibras rapidas oxidativas glucoliticas; FIG, fibras rapidas intermedias glucoliticas; FG,
fibras rapidas glucoliticas; CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia
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2.5. Densidad de fibras, densidad capilar y el cociente capilares por fibra
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Figura 21: Parametros morfométricos y de capilarizacion global del musculo gastrocnemio. (A) Densidad capilar, (B)
densidad de fibras, (C) cociente capilares por fibra. Tamafio de la muestra: n=6 por grupo a cada punto temporal.
CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia intermitente.

En el dia 9 del estudio, los dos grupos sometidos a frio (COLD y COHY) mostraron un
pequeio incremento en la CD, mientras que, a los 21 dias todos los grupos mostraron
un ligero incremento no significativo en la capilarizacion global del musculo (Figura 21A).
Como se puede observar en la Figura 21B todos los grupos sometidos a algun
tratamiento incrementaron de forma no significativa la densidad de fibras tanto a 9
como a 21 dias. Este aumento de la FD esta correlacionado con la disminucion del FCSA
observado en las fibras de los grupos experimentales, es decir, los grupos COLD, HYPO y
COHY mostraron de forma global fibras de menor tamafo y, por lo tanto, la densidad de
fibras observada para un area determinada de musculo fue mayor. Por ultimo, la Figura
21C muestra el cociente C/F, es decir, la relacién entre la densidad de capilares y la
densidad fibras. Tras 9 dias de intervencion, los grupos HYPO y COHY mostraron un
menor indice C/F que el grupo CTRL. Sin embargo, a los 21 dias, los grupos HYPO y COHY
mostraron valores muy similares a los registrados en el grupo CTRL, mientras que el

grupo COLD mostrd un timido incremento del cociente C/F (Figura 21C).
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2.6. Distribucion de los diferentes tipos de fibras

Debido a su alta plasticidad, las fibras musculares pueden cambiar su fenotipo en
respuesta a cambios hormonales y neurales. Es por ello, que tras exposiciones a
diferentes estimulos no es descabellado pensar que las fibras musculares puedan
presentar cambios en su fenotipo y en su capacidad oxidativa. En la Figura 22 se pueden
apreciar los porcentajes de cada tipo de fibra por grupos experimentales. A los 9 dias de
estudio, el porcentaje de fibras SO no presentd cambios en ninguno de los grupos,
representando aproximadamente el 22% del total de fibras. Asi mismo, el grupo COLD
incrementd significativamente el porcentaje de fibras FOG respecto al grupo CTRL (39%
vs. 32%, p=0.046), mientras que el grupo COHY lo redujo respecto a los grupos COLD e
HYPO (COHY=34% vs. COLD=39% vy vs. HYPO=38%, p=0.017 y p=0.036, respectivamente).
En el muestreo realizado a 21 dias, el grupo HYPO mostré una reduccidn significativa del
10% en el tipo de fibras SO respecto al grupo CTRL, pero, sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes grupos ni en las fibras FOG, que

promediaron un porcentaje de entre el 31y el 35%, ni en las fibras FIG (15-19%), ni FG

(24-30%).
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Figura 22: Distribucion de los diferentes tipos de fibras en el musculo gastrocnemio. Los resultados se presentan
como la media + desviacién estandar. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como: *p<0.05 vs.
CTRL, #p<0.05 vs. COLD, $p<0.05 vs. HYPO. Tamafio de la muestra: n=6 por grupo a cada punto temporal. SO, fibras
lentas oxidativas; FOG, fibras rapidas oxidativas glucoliticas; FIG, fibras rapidas intermedias glucoliticas; FG, fibras
rapidas glucoliticas; CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia
intermitente.
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2.7. Via de sefializacion HIF-1a

La alta presencia de HIF-1a en el tejido muscular de forma fisioldgica y su expresién
constitutiva en el organismo hace que el uso de HIF-1a como marcador de hipoxia
muscular genere dudas y controversias. Es por ello, que en el presente trabajo se ha
realizado la medicion de HIF-1a junto con la medicidn de dos de las proteinas que sobre-

regula en situacion de hipoxia (GLUT1 (Glucose Transporter 1) y VEGF) (Figura 23).
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Figura 23: Expresion de proteinas de la via de sefalizacion del factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1 a). (A) HIF-1a,
(B) transportador de glucosa 1 (GLUT1), (C) factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Los resultados se
presentan como la media * desviacién estandar y son expresados en unidades arbitrarias (a.u.). Las diferencias
estadisticamente significativas se indican como: *p<0.05 vs. CTRL, #p<0.05 vs. COLD, $p<0.05 vs. HYPO. Los puntos
representan los valores de cada muestra. Tamafio de la muestra: n=4-5 por grupo a cada punto temporal. CTRL,
control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia intermitente.

Tras 9 dias de intervencidn, el grupo COLD mostrd incrementos en la expresién de las
tres proteinas estudiadas, mostrando diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo COHY en todas ellas (Figura 23A-C), y respecto al grupo CTRL en la

expresion de VEGF (Figura 23C). Ademas, los incrementos de HIF-1a y GLUT1 del grupo
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COLD respecto al grupo CTRL son evidentes a 9 dias (25% y 27%, respectivamente)
(Figura 23Ay B), a pesar de no ser estadisticamente significativos. Por otro lado, durante
los primeros dias de exposiciéon a HHI, el grupo HYPO mostré incrementos en la
expresion de VEGF respecto a los grupos CTRL y COHY (p=0.066 y p=0.031,
respectivamente) (Figura 23C). Sin embargo, a los 21 dias no se observaron cambios
significativos entre los grupos, a excepcion de una reduccidn significativa en la expresion

de VEGF del grupo COHY respecto a los grupos CTRL e HYPO (Figura 23C).
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3. Bloque 3: El frio y la hipoxia y su efecto sobre la regeneracién del tejido muscular

3.1. Evaluacion de la funcién muscular

Para evaluar la evolucién de la lesién muscular a lo largo del tiempo y el efecto de los
diferentes tratamientos utilizados sobre el proceso de regeneracién muscular, se llevo
a cabo una comparacion in vivo de la capacidad contractil del musculo gastrocnemio
(GAS) derecho (lesionado) y del contralateral izquierdo (no lesionado) para cada animal

(paired test).

Como se puede observar en la Figura 24, el GAS lesionado del grupo CTRL,
recuperado pasivamente de la lesidn muscular, mostré reducciones significativas en la
capacidad de generar fuerza (fuerza pico: 9 dias: p=0.012; 21 dias: p=0.049 y fuerza
tetdnica: 9 dias: p=0.034; 21 dias: p=0.024) (Figura 24A-D) y en la LFF tanto a 9 como a
21 dias (Figura 24E-F). Mientras que no se observaron cambios entre el GAS lesionado y
no lesionado en los pardmetros CT (9 dias: 38 + 12 vs. 39 + 10 ms, p=0.540; 21 dias: 44
+ 6 vs. 46 £ 8 ms; p=0.557) y HRT (9 dias: 64 + 15 vs. 68 + 16 ms; p=0.284; 21 dias: 73 +
12 vs. 77 £ 13 ms; p=0.469) en ninguno de los puntos temporales estudiados (datos no

mostrados en grafico).

En cuanto al grupo sometido a ICE (COLD), este mostré deficiencias en la capacidad
contractil del musculo lesionado en todos los pardmetros estudiados a 9 dias (PF:
p=0.010; TetF: p<0.001; CT: p=0.037; HRT: p=0.040; LFF: p=0.022). Sin embargo, tras 21
dias de tratamiento con frio intermitente, el musculo lesionado Unicamente presentd
pequeias reducciones no significativas en la fuerza respecto al mdsculo no lesionado

(PF: p=0.111; TetF: p<0.318; CT: p=0.942; HRT: p=0.958; LFF: p=0.772).
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Figura 24: Parametros de funcionalidad muscular evaluados en el musculo gastrocnemio post-lesion. (A-B) Fuerza
pico, (C-D) fuerza tetanica, (E-F) fatiga baja frecuencia. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como:
*p<0.05 vs. el musculo gastrocnemio contralateral no lesionado (non-injured), ?p<0.05 vs. CTRL, °p<0.05 vs. HYPO.
Tamafio de la muestra: n=6-9 por grupo a cada punto temporal. CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia
intermitente; COHY, frio + hipoxia intermitente.
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Tras 9 dias de HHI, los animales del grupo HYPO no mostraron ningun tipo de
diferencia entre el musculo lesionado y no lesionado en los parametros PF, CT, TetF y
fatiga a baja frecuencia (p=0.842, p=0.890, p=0.227 y p=0.610, respectivamente),
aunque si que se observo un incremento significativo en el HRT del musculo lesionado
(76 £ 19 vs. 81 £ 16 ms, p=0.009) (datos no mostrados en el grafico). En los resultados
obtenidos 21 dias post-lesion se observé una completa recuperacion de la funcion
muscular de los musculos lesionados del grupo HYPO, ya que en todos los parametros

estudiados se registraron valores muy similares en ambas patas (Figura 24B, Dy F).

Por su parte, el grupo COHY mostrd a los 9 dias de sufrir la lesidon reducciones
significativas de la PF (p=0.023) y TetF (p=0.005) en el GAS lesionado (Figura 24A y C),
mientras que no se observaron diferencias entre patas en los parametros CT (43 + 8 vs.
41 £ 7 ms, p=0.308) (datos no mostrados en gréfico), HRT (72 + 14 vs. 70 + 12 ms,
p=0.545) (datos no mostrados en grafico) y en la resistencia a la fatiga a baja frecuencia
(p=0.182) (Figura 24E). Sin embargo, la exposicién al frio y a la hipoxia durante 21 dias
favorecio la restauracidon de la capacidad para generar fuerza del musculo lesionado,
elimindndose las diferencias existentes entre el GAS derecho y el izquierdo en los

parametros PF (p=0.655) y TetF (p=0.420) (Figura 24B y D).

Junto a los mencionados parametros funcionales, se compararon los pesos de los
gastrocnemios lesionados y no lesionados (Paired test). No se observaron diferencias
significativas en la relacién peso gastrocnemio/peso corporal entre el musculo no
lesionado y el lesionado ni a 9 dias ni a 21 dias entre ninguno de los grupos

experimentales (Tabla 6).

Finalmente, para determinar si los diferentes tratamientos afectaron a la fuerza
muscular, se comparé la capacidad para generar fuerza entre los musculos no lesionados
de los diferentes grupos. Unicamente se observaron diferencias significativas entre el
grupo COHY y el HYPO en la fuerza tetanica a 9 dias (p=0.032) y entre el grupo COHY y
CTRL a 21 dias (p=0.013). Ademas, también se registrd una resistencia a la fatiga a baja
frecuencia mayor en el grupo COHY en comparacion con el grupo CTRL en los primeros

9 dias de intervencion (p=0.048).
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Tabla 6: Pesos de los gastrocnemios lesionados y contralaterales no lesionados de los diferentes grupos
experimentales.

Gastrocnemius / Body weight (%o)

Injured Non-Injured p-value
CTRL 6.70 £ 0.31 6.54 £0.24 0.352
g COLD 6.67 £0.50 6.60 £ 0.51 0.602
é HYPO 6.92 +0.33 6.86 £0.31 0.201
COHY 6.84 +0.36 6.71 £0.35 0.190
" CTRL 7.02 +0.33 6.92 +£0.48 0.488
: COLD 6.66 +0.25 6.34 +0.34 0.096
2 HYPO 7.11 £0.33 6.90+0.31 0.061
COHY 6.61 +0.46 6.59+0.31 0.899

Los resultados se presentan como la media + desviacién estandar. CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO,
hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia intermitente. n=6-9 por grupo a cada punto temporal.

3.1.1. Distribucion de los diferentes tipos de fibras y FCSA

Junto a la evaluacién de la funcidon muscular decidimos analizar los posibles cambios
en los tipos de fibras y en el area transversal de fibras tras la aplicacion de los diferentes
tratamientos, ya que la fuerza y la resistencia a la fatiga de un musculo estan
directamente relacionados tanto con la velocidad contraccion de las fibras como con su
area transversal. Teniendo en cuenta que el régimen de contraccion de las fibras influye
de forma directa en la capacidad de generar fuerza, en este bloque las fibras musculares
han sido estudiadas de acuerdo con su velocidad de contraccién, es decir, en funciéon de

si son fibras lentas (fibras tipo I) o fibras rapidas (fibras tipo Il).

En la Figura 25 se presentan la composicidn, el FCSA y las frecuencias relativas de
distribucién de las fibras musculares clasificadas en funcién de su velocidad contractil

(tipo 1 o tipo Il) tanto a 9 (Figura 25A, C, Ey G) como a 21 dias (Figura 25B, D, F y H).
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No se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos en la
distribucién de fibras a 9 dias, mientras que a 21 dias de intervencidon el grupo HYPO
mostré una reducciodn significativa de las fibras tipo I. En cuanto al area transversal de
las fibras, se puede observar como a 9 dias de intervencidn (Figura 25C) todos los grupos
experimentales sometidos a algun tratamiento mostraron una tendencia no significativa
hacia fibras de menor tamaiio. Sin embargo, a 21 dias, las fibras tanto tipo | como tipo
Il de los grupos CTRL y COLD exhibieron un FCSA muy similar, mientras que los grupos
HYPO y COHY mostraron una reduccion no significativa en el FCSA, siendo esta ademas

mas destacada en las fibras tipo | o fibras de contraccidn lenta (Figura 25D).

Por ultimo, las Figuras 25E-H nos muestran la distribucidn o frecuencia de cada tipo
fibra en funcidn de su FCSA. En el andlisis realizado a los 9 dias de estudio hemos podido
observar que, a pesar de no haber diferencias significativas en las fibras tipo |, el grupo
CTRL parece mostrar una curva de frecuencia ligeramente mas desplazada hacia la
derecha en comparacién con el resto de grupos (Figura 25E), mientras que las curvas de
frecuencia son practicamente iguales en todos los grupos cuando hablamos de las fibras
tipo Il (Figura 25G). A los 21 dias, en concordancia con lo observado en los valores de
FCSA, los grupos CTRL y COLD muestran unas curvas de frecuencia de fibras tipo | mas
aplanadas y ligeramente desplazadas hacia la derecha, indicando la presencia de
mayores cantidades de fibras de mayor tamafio en comparacion con los grupos HYPO y
COHY, aunque estas diferencias no son significativas (Figura 25F). En cuanto a las fibras
tipo Il, al igual que lo observado a 9 dias, las curvas de frecuencia son practicamente
iguales en todos los grupos experimentales, indicando la presencia de fibras de muy

similares tamafos en todos los grupos (Figura 25H).
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3.2. Evolucidn histoldgica de la lesion
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Como se puede apreciar en la Figura 26A, durante el proceso de regeneracién
muscular podemos encontrar en el lugar de la lesion fibras musculares positivas en
miosina del desarrollo. En el grupo CTRL, 9 dias después de la lesidn, aproximadamente
el 51% de las fibras musculares presentes en el lugar de la lesién eran positivas en dMHC,
mientras que este numero disminuyé hasta el 15% el dia 21 post-lesion, como
consecuencia de la conversion natural de estas fibras en fibras MHC-I o MHC-II fruto de
la maduracion (Figura 26B). Los dos grupos sometidos a frio, COLD y COHY, mostraron
un 50% menos de fibras positivas en dMHC que el grupo CTRL en el dia 9 de
recuperacion, pero sin alcanzar diferencias significativas (p=0.104 y p=0.081,
respectivamente). Sin embargo, tras 21 dias sus valores fueron igualdndose a los
registrados en el grupo CTRL, encontrandose todos los grupos cercanos al 15% de fibras
positivas en dMHC (Figura 26B). Finalmente, el grupo HYPO mostré menos del 15% del
total de las fibras de la zona lesionada positivas en dMHC tanto a 9 como a 21 dias. De
esta forma, el grupo HYPO presenté una disminucion significativa de fibras positivas en
dMHC a 9 dias respecto al grupo CTRL (p=0.004), mientras que, a los 21 dias el
porcentaje de fibras positivas encontradas en el lugar de la lesion es muy similar en

todos los grupos experimentales (Figura 26B).

En cuanto al FCSA de las fibras positivas en dMHC (Figura 26C), el grupo HYPO
presentd fibras de menor tamafo que el resto de los grupos tras 9 dias, aunque estas
diferencias unicamente fueron significativas entre los grupos HYPO y COLD (p=0.050).
Contrariamente, 21 dias después de la lesidén no se observaron diferencias significativas

entre ninguno de los grupos experimentales (Figura 26C).

A 9 dias, todos los grupos tratados presentaron un menor porcentaje de fibras con
nucleos centrales que el grupo CTRL, siendo estas diferencias significativamente
diferentes entre los grupos HYPO y CTRL (29% vs. 45%, p=0.006) (Figura 26D). Sin
embargo, 21 dias post-lesion los grupos CTRL, HYPO y COHY mostraron porcentajes
similares de fibras con nucleos centrales (alrededor del 35%), mientras que el grupo
COLD mostré presencia de nucleos centrales en cerca del 50% del total de las fibras de
la zona lesionada, siendo este mayor porcentaje estadisticamente superior respecto a

los otros tres grupos (Figura 26D).
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Los grupos sometidos a hipoxia intermitente, HYPO y COHY, presentaron una menor
deposicidon de colageno | en la zona de la lesién que el grupo CTRL y COLD 9 dias post-
lesion. Por el contrario, tras 21 dias de tratamientos uUnicamente el grupo HYPO
consiguié modular la deposicion de colageno |, presentando valores inferiores que los

grupos CTRL, COLD y COHY (p=0.126; p=0.072; p=0.032, respectivamente) (Figura 26E).

3.3. Respuestas moleculares

La masa muscular y los procesos de regeneracién muscular son regulados a través de
diferentes proteinas y vias de sefializacion que se activan o suprimen ante la presencia
de diferentes estimulos. Proteinas como AMPK y la via de sefializacién Akt/mTOR juegan
un papel importante tanto en el mantenimiento de la masa muscular como en la

regeneracion musculary es por ello que han sido analizadas en el presente trabajo.

3.3.1. Akt

Como se puede observar en la Figura 27A el grupo COHY mostré una reduccion
significativa respecto al grupo CTRL en la expresion de la proteina Akt en ambos
musculos gastrocnemios tras 9 dias de hipoxia y frio intermitente (p=0.015 y p=0.026).
En cuanto a la expresién de la forma fosforilada de Akt (pSer*’3Akt), los grupos HYPO y
COHY presentaron un incremento significativo en comparacion con el grupo CTRL en la
expresion de esta proteina tanto en el musculo lesionado (p=0.004, en ambos casos)
como en el no lesionado (p=0.010 y p=0.006), mientras que el grupo COLD lo hizo
exclusivamente en la pata no lesionada (p=0.020) (Figura 27C). En esta misma linea,
todos los grupos intervenidos mostraron en ambas patas un incremento significativo del
cociente pSer#’3Akt/Akt total respecto al grupo CTRL, llegdndose a duplicar los valores
registrados en el GAS lesionado del grupo COLD, e incluso a triplicarse en el caso del GAS
no lesionado del grupo COLD y de ambos gastrocnemios de los grupos HYPO y COLD
(Figura 27E).
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hipoxia intermitente.

156



Resultados

En cuanto a los resultados obtenidos tras 21 dias de intervencién, destacar que el
grupo HYPO presentd una reduccion significativa de la expresion de la proteina Akt
respecto al grupo COLD en el gastrocnemio no lesionado (p=0.006), mientras que el
resto de los grupos no mostraron diferencias entre ellos (Figura 27B). Por otro lado, no
se observaron diferencias significativas en la forma fosforilada de Akt (Figura 27D), ni
tampoco en la relacidon entre la forma fosforilada y la forma nativa en la medicion

realizada el dia 21 de estudio (Figura 27F).

3.3.2. mTOR

En relacion a mTOR, tras 9 dias de intervencion el GAS no lesionado del grupo COLD
presentd valores significativamente menores que los GAS no lesionados de los otros tres
grupos, ademas, el musculo lesionado del grupo COLD también presentd valores
significativamente inferiores respecto al CTRL (p=0.026) (Figura 28A). A su vez, el grupo
CTRL presentd una mayor expresion de mTOR en el musculo lesionado que el resto de
los grupos, aunque estas diferencias no fueron significativas (CTRL: 3.726 a.u.; COLD:
1.233 a.u.; HYPO: 2.557 a.u. y COHY: 1.381 a.u.) (Figura 28A). En cuanto a la expresion

de pSer?34®

mTOR 9 dias post-lesién, los grupos CTRL e HYPO mostraron una mayor
expresion que los grupos COLD y COHY en ambos musculos GAS analizados, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa entre los musculos no lesionados de los grupos
COLD e HYPO (p=0.025) y entre los musculos de los grupos COLD y COHY y el grupo CTRL
(p=0.025 y p=0.021, respectivamente) (Figura 28C). Finalmente, se puede apreciar que
el musculo no lesionado del grupo COLD presenté una ratio pSer?**mTOR/mTOR total
significativamente mayor que el grupo CTRL (p=0.011), mientras que el GAS lesionado

2448

del grupo COHY presentd un cociente pSer****mTOR/mTOR total significativamente

mayor que el grupo CTRL (p=0.050) (Figura 28F).

157



Bloque 3

A
69 o -6
;:\ - =
©
=  4- * a -4
s = b b
S {|e i N L
14 d .
a
E 2 - ° a L] . c -2
€ 1 eTe * T o5 |
T [N E M
0 )
CTRL COLD HYPO  COHY CTRL COLD HYPO  COHY
9 DAYS 21 DAYS
TeRTewTT EBEes e nn
C
2.5 -2.5
J . e 5
—_ L
z 2.0 -L b -L 2.0
~ - L[] -
° Cc
& 454 3L a a . 1.5
() ° ° ° °
RIE ‘W L [
g 1.0 -i— o ° pols 1.0
,% a 3 . . L
& 0.5+ - 0.5
o J L
0.0 L 0.0
CTRL COLD  HYPO  COHY CTRL COLD HYPO  COHY
9 DAYS 21 DAYS
== SRR F" s=REERER
F Py
3
8 25- . -2.5
14 = L
.9 2.0 -2.0
£ s a !
S 15- 1.5
3 1 . . bc i
nO: 1.0 o e r -1.0
= . o 3
E 054 o 0.5
§ d|e o © L
o~
5 0.0 0.0
Q CTRL COLD  HYPO  COHY CTRL COLD HYPO  COHY
9 DAYS 21 DAYS
E Injured ES Non-injured

Figura 28: Expresion de las proteinas mTOR y pSer?448mTOR en el musculo gastrocnemio lesionado (injured) y no
lesionado (non-injured). (A-B) mTOR total, (C-D) pSer?448mTOR, (E-F) ratio pSer2448mTOR/mTOR total. Las diferencias
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hipoxia intermitente.
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A los 21 dias de intervencién, el grupo HYPO mostré un incremento significativo
respecto al resto de los grupos en la expresién de la proteina mTOR total en la pata
lesionada, mientras que no se detectaron diferencias significativas en la pata no
lesionada (Figura 28B). En lo que se refiere a pSer?**®mTOR, los grupos COLD e HYPO
mostraron incrementos no significativos debido a la gran dispersién observada en el
resto de los grupos, en ambas patas respecto a los grupos CTRL y COHY (entre un 21% y
49%), y un incremento estadisticamente significativo en el musculo no lesionado del
grupo HYPO respecto a COHY (p=0.027) (Figura 28D). Finalmente, se puede observar
que el grupo COLD manifestd una mayor ratio pSer?*¥mTOR/mTOR total en el GAS no
lesionado que el resto de los grupos experimentales, siendo estos valores
estadisticamente significativos en comparacién con el grupo HYPO y COHY (p<0.001 y
p=0.009, respectivamente) (Figura 28E). Ademas, el grupo HYPO mostré una ratio

2448

pSer’***mTOR/MTOR total significativamente menor que los grupos CTRL y COHY en el

musculo no lesionado (p=0.007 y p=0.003) (Figura 28E). Asi, en la Figura 28E se puede

2448

ver que la ratio pSer****mTOR/mTOR total no se vio alterada en los musculos lesionados,

a pesar de ser sometidos a diferentes estimulos estresantes.

3.3.3. AMPK

La Figura 29A muestra como los grupos sometidos a HHI (HYPO y COHY) tendieron a
exhibir una expresién de AMPKa inferior a los 9 dias, tanto en el musculo lesionado
como en el intacto. Asi, el grupo HYPO presenté una disminucion significativa en el GAS
no lesionado respecto a los grupos CTRL y COLD (p=0.008 y p<0.001, respectivamente),
mientras que el grupo COHY lo hizo Unicamente respecto al grupo COLD (p=0.002)
(Figura 29A). Por su parte el grupo COLD, manifestd un incremento significativo de la
expresion de AMPKa total respecto al grupo CTRL (p=0.013) (Figura 29A). En cuanto a la
forma fosforilada de AMPK (pThr”?AMPKa), esta aparece sobre-expresada en los dos
musculos del grupo HYPO, aunque lo hace de forma mads destacada en el musculo
lesionado (Figura 29C). Pese a los incrementos observados, estas diferencias no son
significativas, ya que el grupo HYPO mostré una gran dispersién entre sus muestras, lo
gue no nos permite obtener resultados mds consistentes. La ratio

pThri”2AMPKa/AMPKa total (Figura 29E), mantiene la tendencia observada en la forma
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fosforilada (Figura 29C), de forma que el grupo HYPO exhibié valores considerablemente
mas elevados que el resto de los grupos, pero estas diferencias no son estadisticamente
significativas. Por su parte, el grupo COLD mostré un incremento significativo respecto

al grupo CTRL en la pata no lesionada (p=0.018) (Figura 29E).

Los resultados obtenidos a 21 dias en la proteina AMPKa mostraron reducciones
significativas de AMPKa en los musculos lesionados de los grupos HYPO y COHY en
comparacion con el grupo COLD (p=0.002 y p=0.005, respectivamente), mientras que el
grupo COHY también presentd una menor expresidon en el musculo no lesionado en
relacion al grupo CTRL (p=0.034) (Figura 29B). La Figura 29D muestra un incremento
significativo de la expresién pThrl’2AMPKa en ambos GAS del grupo HYPO respecto al
resto de los grupos, mientras que no se observaron diferencias entre el resto de los
grupos experimentales. Por ultimo, en la Figura 29F se observa un incremento
significativo de la ratio pThrl”2AMPKa/AMPKa total en el musculo lesionado y un
incremento no significativo en el musculo no lesionado del grupo HYPO en comparacién

con los musculos lesionados del resto de los grupos.
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Figura 29: Expresion de las proteinas AMPKa y pThri72AMPKa en el musculo gastrocnemio lesionado (injured) y no
lesionado (non-injured). (A-B) AMPKa total, (C-D) pThr72AMPKa, (E-F) ratio pThr!72AMPKa/AMPKa total. Las
diferencias estadisticamente significativas se indican como: a, p<0.05 vs. CTRL; aa, p<0.001 vs. CTRL; b, p<0.05 vs.
COLD; bb, p<0.001 vs. COLD; c, p<0.05 vs. HYPO; cc, p<0.001 vs. HYPO entre los musculos de la misma condicion. Los
puntos representan los valores de cada muestra. Tamafio de la muestra: n=4-5 por grupo a cada punto temporal.
CTRL, control; COLD, frio intermitente; HYPO, hipoxia intermitente; COHY, frio + hipoxia intermitente.
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1. Bloque 1: Validacidn del disefio experimental

1.1. Simetria anatémica y funcional

El cuerpo y los érganos pueden ser divididos en diferentes partes con relacién a sus
planos. El plano sagital medio es un plano vertical que sigue el eje de simetria y divide
un cuerpo u érgano en dos partes iguales, parte derecha y parte izquierda (Tortora &
Derrickson, 2018; Silverthorn, 2019). Desde un punto de vista anatdmico, el sistema
musculo-esquelético ostenta una simetria anatdmica, o partes anatdomicas pares, entre
su lado derecho y su lado izquierdo. Sin embargo, esta simetria anatdomica en los
humanos no se manifiesta desde un punto de vista funcional, ya que se muestra una
lateralidad o predisposicidn hacia el uso preferente de una parte o lado del cuerpo
respecto al otro (Kertesz et al., 1992). Pese a ello, pocos estudios han focalizado su
interés en investigar si realmente esta lateralidad funcional se traduce en diferencias
anatémico-fisioldgicas entre ambos lados y, sobre todo, si estas diferencias también

existen en los animales.

La simetria morfoldgica de los musculos de ambos lados del cuerpo de los animales
utilizados en experimentacion ha sido ampliamente aceptada. De hecho, incluso los
articulos de referencia en descripcion morfo-histoldgica de los musculos de ratas sdélo
incluyen en sus estudios el analisis de los musculos de uno de los lados de la linea sagital
(Armstrong & Phelps, 1984). Y es que, en la gran mayoria de los estudios Gnicamente se
analizan las diferentes variables de interés en los musculos de un lado del cuerpo,
considerando siempre que sus pares musculares presentaran un perfil similar (Panisello
et al., 2008; Rizo-Roca et al., 2017a, 2018). Siguiendo en esta misma linea, cominmente
en el dmbito de la investigacion se ha utilizado el disefio experimental basado en el
modelo de pierna unilateral (Tarnopolsky et al., 2007), es decir, una pierna es utilizada
o intervenida (por ejemplo, es sometida a ejercicio, electroestimulacion, lesién,
isquemia, etc.) mientras que la contralateral es utilizada como control (Masiero et al.,
2009; Pereira et al.,, 2014; Contreras-Munoz et al., 2017, 2021). Este disefio

experimental se basa en la presuncién de que antes de la intervencién ambas piernas o
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musculos pares ostentaban patrones morfo-funcionales similares en aquellas variables

objeto de estudio (Tarnopolsky et al., 2007).

En humanos, varios estudios han tratado de corroborar la simetria existente entre los
musculos de la parte derecha e izquierda del cuerpo. Asi, se ha visto que el vasto lateral
derechoy el izquierdo no presentan diferencias sistematicas ni en la proporcién de cada
tipo de fibras, ni en el area de las fibras (Lexell & Taylor, 1991; Tarnopolsky et al., 2007,
Horwath et al., 2021), ni tampoco en el promedio de mionucleos por fibra (Horwath et
al., 2021). Ademas, tampoco se han identificado diferencias sistematicas en genes
importantes en la regulacién del metabolismo y masa muscular como PGCla, UCP2,
UCP3, Bcl-2 (B-cell lymphoma?2), VEGF y catalasa, ni en la fuerza entre ambas piernas
(Tarnopolsky et al., 2007). Estos estudios se han llevado a cabo tanto en personas
jévenes-adultas (18-40 ainos) (Lexell & Taylor, 1991; Horwath et al., 2021), como en
personas de edad mdas avanzada (65 afios) (Tarnopolsky et al., 2007), demostrandose
asi, que a pesar de los cambios sufridos en el tejido muscular debido al envejecimiento,

la simetria entre ambos lados del cuerpo se mantiene.

En cuanto a las posibles diferencias existentes entre los musculos de ambos lados en
los animales, Lexell et al. (1994) analizaron las posibles diferencias existentes en el tipo
de fibras y en la densidad de fibras entre ambos lados de la linea media corporal en los
musculos TA y EDL de conejos, pero no encontraron diferencias significativas entre
ambas patas en ninguno de los musculos (Lexell et al., 1994), en linea con lo previamente
descrito en humanos. En el afio 2000 se publicd un trabajo, también realizado en
conejos, en el que se estudiaron la distribucion de cada tipo de fibra y su drea transversal
en los musculos recto femoral, vasto medio y abductor, no descubriendo tampoco
diferencias significativas entre los musculos de la pata derecha y los de la pata izquierda
(Rab et al., 2000). En ratas, Guo & Zhou (2003) estudiaron las posibles diferencias
existentes entre los musculos contralaterales en la concentracién y metabolismo de
metabolitos implicados en el metabolismo de lipidos (glicerol, acidos grasos vy
triglicéridos), en musculos con una composicién de fibras mixta como son el cuadriceps,

TAy GAS, llegando a la conclusién de que los musculos del lado derecho e izquierdo son
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muy similares, y descartando una posible lateralidad metabdlica en el tren inferior de

las ratas (Guo & Zhou, 2003).

Nuestros resultados corroboran en rata lo previamente descrito tanto en humanos
como en conejos a nivel histoldgico. Asi, no se encontraron diferencias significativas ni
en el peso de los musculos, ni en el porcentaje de fibras, ni en el FCSA, entre el GAS
derecho e izquierdo (Tabla 3, Figura 13 y 14). Ademas, tratando de ir un paso mas all3,
pudimos corroborar una simetria funcional total entre ambas patas, ya que en ninguno
de los pardmetros de capacidad contractil analizados se observaron diferencias

sistematicas entre la pata izquierda y la derecha (Figura 12).

Por lo tanto, teniendo todo lo anterior en consideracidon, podemos concluir que la
ausencia de diferencias histo-morfoldgicas y funcionales entre el GAS derecho e
izquierdo de las ratas valida el uso de la metodologia de lesion de la pierna unilateral.
De forma que, el musculo GAS de un lado de las ratas puede ser intervenido, mientras
qgue el otro puede ser utilizado como control en el estudio de los procesos de
regeneraciéon muscular. Ademas, con estos resultados podemos considerar que es
correcto el andlisis tnico de uno de los musculos GAS de cada animal, teniendo la certeza

de que el otro tendrd un patréon muy similar a nivel histolégico y funcional.

Cabe destacar que este uso indistinto del misculo de uno de los lados no exime de
las diferencias existentes entre regiones dentro de un mismo musculo, y las cuales se
deben considerar a la hora de analizar los diferentes parametros de interés. Por ultimo,
apuntamos la necesidad de corroborar estos resultados en otros grupos musculares, con
el fin de garantizar que esta simetria se cumple en toda la musculatura esquelética de

las patas traseras de las ratas.

1.2. Validacion del método de lesion

Validar el método de lesion y el sistema de evaluacion de la funcidon muscular fue uno
de los primeros objetivos planteados al comenzar esta investigacién. Nuestro método

de lesion se baso en el previamente disefiado y publicado por Contreras-Mufioz et al.
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(2016), pero consideramos importante validar nosotros mismos que la ejecucién de
dicho procedimiento era correcta. Para ello, decidimos incluir en el estudio el
denominado grupo CTRL_O. Este grupo de animales fue lesionado y 24 horas después
sometido a las pruebas de medicidon de la funcion muscular in vivo. Las pruebas
funcionales realizadas justo un dia después de la lesidn perseguian dos objetivos: en
primer lugar, validar el sistema de evaluacion de la funcidn musculary, en segundo lugar,
asegurarnos de que la lesidn tenia la suficiente magnitud como para generar deficiencias
funcionales en el musculo gastrocnemio. Y es que, las pérdidas de funcién muscular son
un signo inequivoco de que una lesion muscular ha tenido lugar y constituyen un éptimo

marcador para evaluar la regeneracion muscular (Tiidus, 2008).

Efectivamente, las pruebas funcionales llevadas a cabo pudieron corroborar que la
lesidn inducida quirdrgicamente producia pérdidas en las capacidades contractiles del
musculo. De hecho, todos los parametros evaluados mostraron reducciones
significativas de la funcion muscular en el musculo lesionado en comparacién con el
musculo no lesionado (Figura 15), demostrando que la lesién quirdrgica imitaba
perfectamente, al menos a nivel funcional, una lesién muscular producida por ejercicio
(Contreras-Mufioz et al., 2016), y que el protocolo de evaluacién elaborado era éptimo

para medir diferentes variables importantes en el estudio de la funcién muscular.

Por ultimo, decidimos realizar unas tinciones de Hematoxilina-Eosina con la finalidad
de observar a nivel histoldgico la magnitud y localizacién de la lesién muscular (Figura
16), y poder asi confirmar de que el método de lesidon generaba un dafio muscular
evidente a nivel histoldgico, y que por lo tanto, se podrian usar marcadores histolégicos
para evaluar los procesos de regeneracion muscular (Tiidus, 2008; Contreras-Mufioz et
al., 2016). Gracias a las evidencias histoldgicas y funcionales pudimos validar el método
de lesidn y, por consiguiente, el modelo animal que posteriormente ha sido utilizado a

lo largo de toda la investigacion.
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2. Bloque 2: Respuestas fisioldgicas a la exposicidn intermitente a frio e hipoxia

La capacidad de adaptacion a ambientes o entornos estresantes es esencial para
garantizar la supervivencia y reproduccién de los animales (Maekawa et al., 2013). Estas
adaptaciones pueden traducirse en cambios estructurales, funcionales o
comportamentales (Moore et al., 1998). Uno de los principales objetivos de esta tesis es
tratar de comprender las diferentes respuestas fisioldgicas derivadas de la exposicion a
ambientes estresantes como el frio y la hipoxia. Para ello, decidimos centrar nuestro
foco de atencion en los cambios en la composicidon corporal de los animales, en las

respuestas hematoldgicas y en las adaptaciones morfoldgicas del musculo estriado.

2.1. Respuestas en la masa y la composicion corporal

La masa corporal ha sido siempre utilizada como un buen marcador del estado de
salud de los animales. Las situaciones estresantes pueden comprometer el crecimiento
de los animales y activar vias catabdlicas, incluso llegando a dafar drganos y tejidos
(distrés). Sin embargo, una correcta aclimatacién a ambientes estresantes favorecera
reacciones anabdlicas y protegera los tejidos de posibles dafios o patologias (eustrés)

(Tsibul’nikov et al., 2016).

Los efectos de la exposicidon crénica al frio han sido previamente descritos en
roedores no hibernantes, mostrandose reducciones en la masa corporal de los animales
en algunos de los estudios (Suzuki et al., 1997; Mizunoya et al., 2014; Tsibul’nikov et al.,
2016) y ausencia de cambios en otros estudios (Deveci et al., 2001b; Egginton et al.,
2001; Deveci & Egginton, 2002, 2003; Sepa-Kishi et al., 2017). Sin embargo, la exposicién
intermitente al frio genera una respuesta diferente, produciendo incrementos en la
masa corporal de los roedores (Figura 17) (Yoo et al., 2014; Tsibul’nikov et al., 2016).
Ademas, el frio intermitente provoca incrementos del tejido adiposo inguinal y del BAT
(Tabla 4) y la activacién de proteinas como UCP-1y PGC-1, implicadas en la termogénesis
y balance energético (Egginton et al., 2001; Yoo et al., 2014; Ravussin et al., 2014;
Tsibul’nikov et al., 2016). Estas respuestas al frio sugieren que la exposicién intermitente

es capaz de producir cambios aclimatativos, generando un pre-condicionamiento
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termogénico ante futuras exposiciones al frio (Yoo et al., 2014; Tsibul’nikov et al., 2016),
sin comprometer el metabolismo y funcidn de los tejidos y manteniendo el crecimiento
y la masa muscular de los animales (Tabla 4) (Yoo et al., 2014; Ravussin et al., 2014;

Tsibul’'nikov et al., 2016).

La pérdida de masa corporal (tanto por reducciones de masa grasa, como de masa
magra), el incremento de la tasa metabdlica, la pérdida de agua, la reduccion de la
ingesta de alimentos (consecuencia de la reduccion del apetito), y el incremento del
consumo de energia producen la conocida “anorexia de altitud” (Mathieu-Costello,
2001; Debevec et al., 2014; Chaillou and Lanner, 2016; Dinnwald et al., 2019). Los
cambios en la composicidn corporal derivados de la hipoxia dependen de la severidad y
de la duracion de la exposicidn, y estan condicionados por la intensidad de la actividad
fisica llevada a cabo durante la exposicion a la hipoxia. Esta relacion directa entre la dosis
de hipoxia y sus efectos en la composicion corporal ha sido descrita tanto en animales
estabulados en ambientes muy controlados (control sobre el frio, la humedad, la ingesta
alimenticia y la actividad), como en expediciones a gran altura (Kayser et al., 1993;
Hoppeler & Vogt, 2001; Mathieu-Costello, 2001; Cabrera-Aguilera et al., 2018;
Dinnwald et al., 2019; Flores et al., 2020). Asi, practicamente se pueden reportar tantas
respuestas diferentes como protocolos existentes, que van desde reducciones en la
masa corporal de los animales y retrasos en su crecimiento, hasta la ausencia de cambios
e incluso incrementos en la masa corporal (Mathieu-Costello, 2001; Siques et al., 2006;
Cabrera-Aguilera et al., 2018; Flores et al., 2020). Para poder comparar nuestros
resultados con trabajos previos, hemos fijado nuestra atencién en trabajos realizados
con anterioridad en nuestro laboratorio, ya que estos se basan en protocolos de HHI
similares al de la presente investigacion. En estos trabajos, en concordancia con
nuestros resultados (Figura 17, Tabla 4), no se encontraron cambios significativos entre
la masa corporal de los animales sometidos a HHI y los animales controles (Panisello et
al., 2007, 2008; Rizo-Roca et al., 2017a, 2018), ademas se preservo, e incluso se aumento
en algunos casos, la masa de los musculos SOL, TA y GAS tras 3-4 semanas de exposicion
intermitente a la hipoxia (Rizo-Roca et al., 2017a; Cabrera-Aguilera et al., 2018). Sin
embargo, en el presente estudio durante los primeros dias de HHI (9 dias), los animales

del grupo HYPO presentaron un incremento de la masa corporal inferior al grupo CTRL
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(Figura 17, Tabla 4). Previamente habiamos observado que los animales sometidos a
HHI no sufrian una reduccién en la ingesta alimenticia (Ramos-Romero et al., 2020), y
considerando que estos animales aumentaron significativamente la masa magra en este
mismo periodo, todo a apunta a que las reducciones de la masa corporal observadas
durante los primeros dias de hipoxia se deben a la disminuciones de la masa grasa
(Figura 17) (Mathieu-Costello, 2001). En resumen, todo parece indicar que la exposicion
a la hipoxia hipobarica 4 h al dia por debajo de los 5.000 m durante un periodo
comprendido de entre 9y 33 dias, no compromete el cremiento normal de los animales
y representa una dosis éptima de hipoxia de cara a preservar la masa muscular. El
mantenimiento o incluso aumento de la masa muscular es un buen indicador de salud y
de ausencia de procesos catabdlicos y, por lo tanto, estos resultados ayudan a confirmar
que el uso de la exposicion intermitente protege al organismo del catabolismo

producido por el estrés (Tsibul’'nikov et al., 2016).

Conocer el grado de respuesta de los animales frente al estrés del frio y de la hipoxia
aplicados de forma simultanea era uno de nuestros principales intereses, pero sobre
todo, nuestro interés recaia en conocer si esta respuesta podria ser mayor a la generada
por la exposicién a estos dos estimulos por separado. Los valores registrados nos
indicaron que el grupo COHY tuvo una ganancia de peso relacionada con el crecimiento
menor durante los primeros dias intervencion, siendo ademas ésta mds pronunciada
que la registrada en el grupo HYPO (Figura 17). La disminucién de peso o ralentizacidn
del crecimiento durante los primeros dias de intervencién puede estar directamente
relacionada con el estrés causado por la exposicion aguda y repentina a estimulos
estresantes (Tsibul’nikov et al., 2016). Sin embargo, con el paso de los dias, las
diferencias respecto al grupo CTRL desaparecieron, en contra de lo previamente
reportado por Templeman et al. (2010) pero en concordancia con los resultados previos
publicados por Jackson et al. (1987), sugiriéndose una posible habituacién de los
animales al ambiente estresante. Ademas, esta habituacién puede ser corroborada por
el incremento significativo de la masa muscular (Tabla 4), sefial de ausencia de procesos
catabdlicos fruto del estrés (Tsibul’nikov et al., 2016). El grupo COHY presentd una
tendencia similar a la observada en el grupo HYPO en cuanto a ganancias de masa

corporal y masa muscular se refiere, pero a su vez, mostré al igual que el grupo COLD
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incrementos en el BAT a 21 dias (Tabla 4), mostrando que el estimulo hipdxico, al menos
de forma intermitente, no inhibe la capacidad de termorregulacion ni la aclimatacion al

frio de las ratas, en contra de lo previamente sugerido por Gautier et al. (1991).

Una de las no deseadas consecuencias de la exposicion a la hipoxia es la hipertension
arterial pulmonar (PAH, Pulmonary Arterial Hypertension) (Ma et al., 2015; Mirrakhimov
& Strohl, 2016; Brito et al., 2020). La PAH generada por hipoxia se produce debido a la
vasoconstriccion pulmonar hipdxica generalizada y al consiguiente incremento en la
resistencia vascular pulmonar, y va acompafada por un remodelamiento vascular
pulmonar (Pak et al., 2007; Ma et al., 2015; Mirrakhimov & Strohl, 2016; Brito et al.,
2020). Esta hipertensién pulmonar generalmente acaba derivando en la hipertrofia del
ventriculo derecho (Ma et al., 2015; Rizo-Roca et al., 2017a). Tras 9 dias de HHI, el grupo
HYPO mostré una mayor masa relativa del ventriculo derecho que el resto de los grupos
(Tabla 4), en concordancia con lo reportado en estudios previos (Rizo-Roca et al.,
2017a). Sin embargo, tras 21 dias, pese a mostrarse valores ligeramente superiores en
el indice ventriculo derecho/masa total del corazén, estos valores no mostraron
diferencias estadisticamente significativas respecto al resto de los grupos, pudiendo
deberse estos cambios a una posible aclimatacién a la hipoxia (Panisello et al., 2007).
Curiosamente, el grupo COHY no presentd signos de PAH en ninguno de los puntos
temporales estudiados. Asi, parece que la exposicion a estos dos estimulos (frio e
hipoxia) de forma simultdnea, produce un efecto protector contra la PAH inducida por
hipoxia. Gracias a este trabajo hemos podido constatar que este efecto protector que
se habia observado en exposiciones crénicas a la hipoxia y al frio (Banchero et al., 1985),
también tiene lugar en exposiciones intermitentes (Tabla 4). Pese a no contar con mas
evidencias que nos puedan aclarar el motivo de esta proteccion ejercida por el frio ante
la PAH producida por hipoxia, consideramos que posiblemente la vasoconstriccién
periférica generalizada inducida por la exposicion al frio (Granberg, 1991) pueda causar
una mayor resistencia vascular en los vasos periféricos, de forma que la resistencia
vascular y el trabajo cardiaco en los circuitos sistémicos y pulmonares se equilibren,

evitandose la hipertrofia del ventriculo derecho.
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2.2. Respuestas hematoldgicas

En cuanto a las respuestas hematoldgicas, hemos podido observar que el frio
intermitente incrementd ligeramente los parametros hematoldégicos relacionados con
el transporte de oxigeno (Htc, RBC y [Hb]), aunque este incremento fue Unicamente
estadisticamente significativo en el parametro [Hb] a 9 dias (Figura 18). Probablemente
la ausencia de diferencias significativas en el resto de parametros pueda deberse a la
alta dispersion encontrada en los resultados, sobre todo en las muestras de 9 dias. Las
exposiciones prolongadas al frio se caracterizan por un incremento en el consumo de
oxigeno debido a la alta demanda energética derivada de la termorregulacién y del
aumento en la produccién de calor metabdlico. Asi, para poder sustentar esta mayor
demanda de oxigeno a nivel tisular es necesario incrementar la capacidad de transporte
de oxigeno (Deveci et al., 2001b; Maekawa et al., 2013). Nuestros resultados coinciden
con los observados tras exposiciones crénicas al frio, donde se han observado
incrementos significativos en [Hb], RBC, Htc y MCHC en roedores no hibernadores
(Deveci et al., 2001b; Maekawa et al., 2013). Se considera que durante una exposicién
aguda al frio, el incremento de RBC circulantes puede ser debido a un incremento en la
eritropoyesis, sin embargo, con la exposicidn prolongada es posible que este incremento
de RBC sea consecuencia de una reduccién de la destruccién de eritrocitos (Deveci et
al., 2001b). Por otro lado, nuestros resultados sdlo mostraron un incremento
significativo del numero de WBC a 9 dias, mientras que no se observaron cambios en
WBC a 21 dias, ni en el nimero de plaquetas en ninguno de los dos puntos temporales
(Tabla 5). Nuestros resultados, por lo tanto, se contraponen con las reducciones
significativas observadas en el nimero plaquetas y en los WBC observados por Deveci
et al. (2001b) tras la exposicidon crdnica al frio, pudiendo ser la exposicidn intermitente

la posible causa de estas diferencias.

En el caso de la hipoxia, los incrementos en los parametros relacionados con el
transporte de oxigeno son evidentes y significativamente consistentes (Figura 18). Ha
sido ampliamente reportado que la altitud per se produce incrementos en la capacidad
de transporte de oxigeno, tanto en animales como en humanos que viven en altura

(Vinegar & Hillyard, 1972; Ledn-Velarde et al., 1993; Heinicke et al., 2003; Zhang et al.,
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2018). En concordancia con estudios previos, en los que se han utilizado protocolos
similares, en nuestro trabajo hemos podido observar que las respuestas hematoldgicas
a la altitud tienen lugar en un corto periodo de tiempo (detectables en nuestro muestreo
a 9 dias) y se mantienen mientras el estimulo hipdxico estd presente (Figura 18) (Casas
et al., 2000; Esteva et al., 2009; Nufez-Espinosa et al., 2014, 2015). Subrayar que los
sujetos expuestos de forma intermitente a la altura pueden alcanzar valores de [Hb],
RBC y Htc cercanos a los observados en residentes de alta altitud o en sujetos
cronicamente expuestos a la hipoxia (Heinicke et al., 2003). De hecho, una Unica
exposicion a la altura durante 90 minutos es suficiente para inducir un incremento
significativo en la secrecidon de EPO en humanos (Rodriguez et al., 2000). Ademas, en la
busqueda de la dosis éptima de hipoxia que produzca los efectos beneficiosos deseables
en el minimo de tiempo posible, se demostré que 9 sesiones alternas de 90 minutos a
4.000-5.000 m son suficientes para producir la mayor respuesta hematoldgica posible
(Casas et al., 2000). Estos hallazgos previos en humanos coinciden con nuestros
resultados, ya que en el presente estudio no se han observado cambios en los
parametros relacionados con el transporte de oxigeno en los diferentes puntos
temporales, indicando que una exposicién mas prolongada a la hipoxia no producird
mayores respuestas hematoldgicas. La reduccion del contaje de plaquetas es evidente
durante los primeros dias en altura debido a la activacién y agregacién plaquetaria
derivada de situaciones de gran estrés (Lehmann et al., 2006; Vij, 2009; Rocke et al.,
2018; Shang et al., 2020), pero esta situacién es revertida con el paso de los dias (Tabla
5). En cuanto a los WBC, hemos podido observar un incremento significativo respecto al
grupo CTRL tras 9 dias y en comparacion con todos los grupos tras 21 dias de HHI (Tabla

5) (Facco et al., 2005).

Finalmente, destacar la mayor respuesta eritropoyética observada cuando la hipoxia
y el frio han sido aplicados de forma simultanea (COHY). De hecho, se han observado
incrementos significativos en los valores [Hb], HTC y RBC, y no sélo respecto al grupo
CTRL, sino que el grupo COHY también presentd valores mas elevados que el grupo COLD
e incluso que el grupo HYPO, aunque estos no sean significativos (Figura 18). Nuestros
resultados se contraponen a los publicados por Lechner et al. (1981), en los que

advirtieron una reduccion en la respuesta eritropoyética tras la exposicidon a frio e
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hipoxia de forma simultdnea en comparacién con los valores observados tras la
exposicion a la hipoxia de forma aislada. Estas discrepancias pueden deberse al diferente
tipo de hipoxia utilizado en cada uno de los estudios (hipobdrica vs. normobarica). Sin
embargo, nuestros resultados concuerdan con los reportados por Templeman et al.
(2010) quienes observaron una respuesta hematoldgica mayor ante la exposicidn al frio
y a la hipoxia de forma conjunta que la observada tras la exposicidn a estos dos factores

de forma independiente.

2.3. Respuestas morfoldgicas y de capacidad oxidativa del musculo

A pesar de no contar con la capacidad de dividirse y proliferar, las fibras musculares
pueden alterar su tamafio drasticamente (Attwaters & Hughes, 2021). El tamafio de las
células musculares es controlado tanto intrinsecamente como a través de sefiales
extracelulares. Los factores de crecimiento, la disponibilidad de nutrientes, las sefiales
mecanicas y el estrés pueden regular tanto de forma positiva como negativa el tamafio
de las fibras (Lloyd, 2013). Es por ello que la medicion del area transversal de las fibras
musculares puede aportarnos informacién importante acerca de la homeostasis y

respuestas del tejido muscular ante diferentes intervenciones.

2.3.1. Respuestas al frio intermitente

Tras la exposicidn intermitente al frio las fibras musculares tienden a mostrar una
ligera disminucién del FCSA, imitando asi a las fibras sometidas a frio de forma crénica
(Suzuki et al., 1997). Esta leve reduccion en el FCSA se observa ya en los primeros dias
de exposicion (9 dias) y va estrechamente ligada a una reduccion del diametro de Feret
(Figura 19). Por lo tanto, podriamos decir que las fibras expuestas a ICE tienden a reducir
su tamafio y adquieren una forma mas redondeada, reduciendo la distancia de difusiéon
del oxigeno y el drea de dominio de los capilares y, por consiguiente, facilitando la
liberacion homogénea de oxigeno a la totalidad de la fibra muscular (Suzuki et al., 1997;
Egginton et al., 2001). En cuanto al comportamiento de cada tipo de fibra, cabe destacar
gue a corto plazo (9 dias) parece que son las fibras de caracter oxidativo (SO, FOG y FIG)

las que mas sufren estos cambios morfoldgicos, mientras que, a largo plazo, esta
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reduccion parece depender mas del caracter contractil de las fibras, siendo las fibras

tipo Il, las que presentan mayores cambios (FOG, FIG, FG) (Figura 19).

En cuanto a la capilarizacion individual de las fibras, el grupo COLD mostré a los 9 dias
una disminucion no significativa del NCF, sin embargo, el indice de capilarizacién (CCA)
no manifesto diferencias respecto al grupo CTRLYy, por lo tanto, se puede considerar que
la oxigenacidn de las fibras se mantuvo gracias a la reduccién en el tamafio de las fibras
durante los primeros dias de exposicién al frio (Figura 20) (Suzuki et al., 1997; Egginton
et al., 2001; Deveci & Egginton, 2003). No obstante, tras 21 dias de ICE, las ratas
manifestaron un ligero aumento en el NCF, que se tradujo, debido a la menor FCSA, en
un timido incremento del CCA, favoreciéndose, por lo tanto, la oxigenacién por area de
fibra (Figura 20) (Suzuki et al., 1997; Deveci & Egginton, 2002). Ademas, el gastrocnemio
expresd una mayor capilarizacion global del musculo tras 21 dias de ICE, como asi lo
refleja el incremento de la ratio C/F en el grupo COLD (Figura 21C). Los incrementos
registrados en el grupo COLD, tanto en el cociente C/F como en NCF y CCA, estan
directamente relacionados con el incremento significativo observado en la expresion de
la proteina pro-angiogénica VEGF durante los primeros dias de exposicién al frio (Figura
23C). Estos resultados parecen concordar con la idea de que la angiogénesis es un
fendmeno que se instaura de un modo progresivo, de forma que los incrementos en la
expresion de VEGF observados tras los primeros 9 dias de ICE se manifiestan a nivel
histolégico mds adelante (Deveci & Egginton, 2003). En este caso, los cambios han
podido ser detectados en el muestreo realizado tras 21 dias de intervencién. Los
capilares musculares tienen un papel fundamental en el suministro de oxigeno y de
nutrientes a las fibras, pero a su vez, la red capilar también tiene un importante rol en
la eliminacion de deshechos metabdlicos y en la termorregulacion, y de ahi, su gran

importancia durante las exposiciones al frio (Deveci & Egginton, 2002).

Se ha observado que durante la aclimatacidn al frio aumenta el consumo de glucosa
por parte del misculo y se sobre-regulan las vias de metabolismo oxidativo, a través de
vias independientes de insulina, con la finalidad de mantener la alta demanda
metabdlica muscular generada durante la termorregulacion (Bukowieckh, 1989;

Vallerand et al., 1990; Sepa-Kishi et al., 2017). En nuestro caso, este incremento en el
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consumo de glucosa puede observarse gracias al ligero incremento observado en la

expresion de la proteina transportadora de glucosa GLUT1 (Figura 23B).

Considerando los incrementos observados en la expresion de las proteinas VEGF y
GLUT1 tras la exposicidon al frio durante 9 dias, parece que la via de sefializacion
gobernada por HIF-la podria estar sobre-regulada a nivel muscular ante el frio

intermitente (Figura 23).

2.3.2. Respuestas a la hipoxia intermitente

En el presente estudio hemos podido observar que la HHI, aplicada de forma aislada,
produce una tendencia a reducir el FCSA de los tipos de fibras SO y FG tras 9 dias de
exposicion. Ademas, esta reduccion viene acompafiada por un menor didmetro de Feret
de las fibras, con el fin de facilitar una liberacidon de oxigeno de forma homogénea y
reducir las distancias de difusién a lo ancho de la fibra muscular (Figura 19). No obstante,
tras 21 dias de exposicidon a hipoxia intermitente, hemos podido ver que son las fibras
de caracter oxidativo (SO, FOG y FIG) las que presentan una mayor respuesta a la
hipoxia, reduciendo de forma notable su FCSA y su diametro de Feret, mientras que las
fibras de caracter glucolitico no presentan diferencias respecto al grupo CTRL (Figura

19).

Las fibras de los animales del grupo HYPO son las que menor NCF presentan (Figura
20). Teniendo en cuenta que el NCF y el FCSA de las fibras estan estrechamente
relacionados, se entiende que cuanto mas pequeias sean las fibras menor serd el NCF
gue presenten. Tras 21 dias de hipoxia, las fibras SO y FOG mostraron un mayor CCA
como consecuencia de la reduccion de su FCSA (Figura 20A y B). Estos cambios en la
morfologia de las fibras SO y FOG, indican que las fibras con mayor caracter oxidativo
son las que en mayor medida responden al estimulo hipdxico, reduciendo tanto la
distancia de difusién, como el drea de dominio de los capilares. La gran mayoria de
estudios coinciden en el hecho de que la hipoxia per se, no es capaz de estimular la
angiogénesis en el musculo esquelético, siendo necesaria la presencia de un estimulo

adicional como la actividad fisica para inducir el proceso angiogénico (Jackson et al.,
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1987; Deveci et al., 2001a; Deveci & Egginton, 2002; Rizo-Roca et al., 2018). En esta
linea, Deveci et al. (2001a) llevaron a cabo algunos experimentos con el fin de entender
la importancia de la actividad mecanica del musculo durante la exposicion pasiva a la
hipoxia y la importancia del tiempo de exposicidn a la hipoxia. Asi, observaron que tras
3 semanas de hipoxia crénica, sélo los musculos activos, como el diafragma (musculo
respiratorio) y el SOL (musculo postural), incrementaron su capilarizacion, mientras que
los musculos locomotores como el EDL y el TA no mostraron cambios en la ratio C/F;
curiosamente en este estudio no se observaron cambios en el FCSA (Deveci et al.,
2001a). Sin embargo, el mismo estudio fue llevado a cabo durante un periodo de tiempo
mas largo (6 semanas), asi pudieron ver cémo la capilarizacién de las fibras aumenté en
los cuatro musculos estudiados (EDL, TA, diafragma y SOL), sin observar cambios en la
FCSA (Deveci et al., 2002). Estos dos estudios demuestran que tanto la actividad
contractil del musculo como el tiempo de exposicidon (dosis de hipoxia) son factores
importantes para la estimulacion de la angiogénesis. Nuestros resultados confirman que
la HHI en reposo durante un periodo corto (como 21 dias) no produce una respuesta
angiogénica considerable en el musculo, seguramente debido a la ausencia de un
estimulo mecdnico y metabdlico importante (Deveci et al., 2001a, 2002; Rizo-Roca et

al., 2018).

En cuanto a la via de sefializacion de HIF-1a estudiada en el presente trabajo, hemos
podido ver que la hipoxia intermitente manifiesta una tendencia a aumentar la
expresion de la proteina VEGF tras 9 dias (Figura 23C). Aun asi, a pesar de los mayores
valores de VEGF registrados, este incremento no se ha visto reflejado a nivel histoldgico,
ya que ni la ratio C/F ni el NCF ha sufrido incrementos en ninguno de los puntos
temporales estudiados y, por lo tanto, podemos concluir que no ha habido formacion
de nuevos capilares (Figura 21y 23). A pesar de ello, no hay que olvidar que la red capilar
es el resultado de la combinacion de procesos simultaneos y continuos de angiogénesis,
remodelacion y eliminacion de capilares en respuesta a diferentes estimulos
hemodindmicos y metabdlicos (Pries & Secomb, 2014), y que VEGF, mas alld de
intervenir en la formacién de nuevos capilares, también tiene un papel fundamental en
el mantenimiento de la red capilar, incluso ante situaciones como la pérdida de masa

muscular (Breen et al., 2008). Los resultados de HIF-1a y de GLUT1 ponen en duda la
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sobre-regulacién de la via de sefalizacion de HIF-a tras la exposicion a HHI (Figura 21A
y B). VEGF, por su parte, puede ser regulado por la via de sefalizacion HIF-1a en
situaciones de una baja tension de oxigeno, pero también puede ser regulado por
citoquinas inflamatorias, incrementos en el estrés oxidativo o por AMPK (Breen et al.,

2008).

Cabe destacar, que las alteraciones sistémicas y locales llevadas a cabo durante la
aclimatacidn a la hipoxia pueden atenuar el grado de hipoxia percibido a nivel celular en
algunos tejidos (Lundby et al., 2009). Por lo tanto, los ajustes sanguineos y morfolégicos
observados en nuestro estudio puede que atenuen parcialmente el grado de hipoxia a
nivel muscular. Ademas, la ausencia de actividad por parte del musculo, junto con la alta
tolerancia del musculo a la hipoxia y a la acidosis metabdlica, nos hacen pensar que el
estimulo hipdxico producido por nuestro protocolo puede resultar insuficiente como

para inducir cambios en la angiogénesis (Ortiz-Prado et al., 2019).

2.3.3. Exposicion simultdnea al frio y la hipoxia

El grupo COHY, al igual que los otros grupos experimentales, también presento
cambios morfoldgicos a nivel muscular con el fin de responder ante los estimulos
ambientales. Durante los primeros 9 dias de intervencion este grupo presentd una ligera
disminucion en el FCSA de todos los tipos de fibras, siendo ésta, al igual que en el grupo
HYPO, mas marcada en las fibras SO y FG (Figura 19A-D). Sin embargo, en el analisis
realizado a los 21 dias, hemos podido observar como las fibras SO, FOG y FIG
presentaron destacadas reducciones no significativas en el FCSA, mientras que las fibras
FG no sufrieron ningliin cambio (Figura 19A-D). Estos resultados confirman que las fibras
con mayor caracter oxidativo son las que mayor respuesta presentan ante la HHI e ICE,
reafirmando el diferente comportamiento que tienen los distintos tipos de fibras ante
diferentes estimulos (Banchero et al., 1985; Deveci et al., 2002; Panisello et al., 2007;
Rizo-Roca et al., 2017a, 2018). Ademas, nos gustaria destacar que las fibras del grupo
COHY sufrieron mayores reducciones en el FCSA que las fibras de los grupos HYPO y
COLD, lo cual parece indicar que ambos estimulos aplicados de forma simultanea

generan una respuesta morfoldgica mayor. En este caso también, la reduccion del FCSA
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en los diferentes tipos de fibras estuvo acompafnada por una reduccion del diametro de

Feret de las fibras (Figura 19E-H).

El NCF presentd valores inferiores tras la exposicidn al frio y a la hipoxia de forma
conjunta durante los primeros 9 dias, sin embargo, el CCA se mantuvo gracias a la
disminucion del drea de las fibras, de forma que la irrigacién de las fibras fue conservada
(Figura 20). Sin embargo, a 21 dias, el grupo COHY no presentd apenas cambios en el
NCF respecto al grupo CTRL, pero si que incrementd el CCA en las fibras oxidativas (SO,
FOG vy FIG), debido a una reduccién del area de las fibras, mejorando asi el aporte de
oxigeno por area de fibra. En cuanto a la capilarizacion global del musculo, previamente
Banchero et al. (1985) habian observado incrementos significativos en la capilarizacién
muscular tras la exposicidon cronica al frio y la hipoxia de forma simultanea.
Contrariamente, en nuestro modelo basado en una exposicién intermitente no hemos
podido constatar incrementos ni en la CD ni el cociente C/F en ninguno de los puntos

temporales estudiados (Figura 21).

Los parametros moleculares estudiados indican que el frio y la hipoxia concurrentes
no inducen la activacién de la via de sefializacion de HIF-1a, observdandose de hecho
reducciones significativas respecto al grupo COLD a 9 dias en HIF-1a y en sus proteinas
diana GLUT1 y VEGF. La ausencia de activacién de la via HIF-1a puede deberse, al igual
gue lo hemos visto en el grupo HYPO, a diferentes alteraciones sistémicas, como el
incremento en el trasporte de oxigeno (RBC y [Hb]), y a cambios locales, como las
reducciones en las distancias de difusion a nivel muscular, que atenuan el efecto de la

hipoxia a nivel celular.

2.3.4. Cambios en los tipos de fibras tras la hipoxia y el frio intermitente

El porcentaje de cada tipo de fibra presente en el musculo nos dara informacién
importante acerca de su capacidad contractil y metabdlica. En el muestreo realizado tras
9 dias de tratamientos pudimos observar un incremento en el tipo de fibras FOG en los
grupos experimentales COLD e HYPO. En el caso del grupo HYPO, el incremento de las

fibras FOG tuvo lugar a expensas de una reduccién en el tipo de fibras FIG. Las fibras FIG
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tienen un metabolismo mixto (glucolitico-oxidativo), y por lo tanto, presentan una alta
plasticidad, lo cual les permite transformase en fibras FOG o FG en funcién de las
demandas metabdlicas (Figura 22) (Rizo-Roca et al., 2018). Sin embargo, el incremento
en la proporcidn de fibras FOG del grupo COLD estuvo directamente relacionado con
una disminucién en el tipo de fibras SO. Tras 21 dias de exposicion a ambientes
estresantes Unicamente el grupo HYPO presentd cambios, mostrando una reduccién del
porcentaje de fibras SO. El musculo experimenta durante el crecimiento
transformaciones naturales de las fibras, desde un fenotipo FOG a uno SO (Ishihara et
al., 2000). Esta transformacion queda inhibida a consecuencia de la exposicion a la
hipoxia dando lugar a incrementos en los porcentajes de fibras FOG (Ishihara et al.,
2000). Por otro lado, hemos podido observar que los animales de los grupos HYPO y
COHY presentaron mayores valores (incrementos del 22% y 17% vs. CTRL,
respectivamente), aunque no significativos, en el tipo de fibras FG. Esto demuestra que
el musculo es capaz de adaptarse en busca de formas mas eficientes para producir
energia en situaciones de baja disponibilidad de oxigeno (Figura 22) (Jackson et al.,

1987).

2.4. Resumen Bloque 2

Tras reparar en algunos de los cambios de composicidon corporal, hematoldgicos y
musculares producidos por la exposicidn al frio, a la hipoxia, y al frio y la hipoxia de forma
simultdnea, podemos extraer diferentes conclusiones acerca de las respuestas

fisiolégicas de los animales ante estos estimulos estresantes.

La exposicion intermitente al frio produce respuestas adaptativas en los animales con
la finalidad de mejorar la termogénesis, tanto a corto como a largo plazo. Se ha
observado que para mejorar la NST los animales incrementan la masa de BAT. Ademas,
para sustentar el incremento del consumo de oxigeno derivado de la termogénesis, los
animales incrementan ligeramente el transporte de oxigeno a nivel hematoldgico y su

liberacion a nivel muscular por medio de la mejora en la capilarizacién muscular.
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La exposicidn intermitente a la hipoxia no afecta al crecimiento de los animales y
previene la pérdida de masa muscular vinculada con la exposicion a ambientes
hipdxicos. Sin embargo, la intermitencia del estimulo no es capaz de evitar afecciones
como la PAH, especialmente durante la fase aguda de aclimatacién. La hipoxia
intermitente pasiva incrementa de forma destacada el transporte de oxigeno sanguineo,
con el objetivo de mantener el aporte de oxigeno a los tejidos, y produce adaptaciones
morfoldgicas musculares, con la finalidad de mejorar la liberacién de oxigeno a nivel

fibrilar, pero sin producir angiogénesis.

La exposicidn al frio y a la hipoxia concurrente no parece comprometer la capacidad
de termorregulacién de los animales homeotermos, mostrandose una éptima capacidad
de aclimatacién al frio de las ratas (incremento de BAT) en ambientes hipdxicos.
Ademas, la aplicacion conjunta de estos dos estimulos estresantes produce un efecto
cardioproctector frente al PAH producido por la hipoxia. El frio y la hipoxia juntos
incrementan la respuesta eritropoyética de los animales, en comparacion con lo
observado tras la exposicidon a estos dos estimulos por separado. Finalmente, a nivel
muscular, se observa una mayor respuesta adaptativa de las fibras (que la observada
tras la aplicacion de la hipoxia de forma aislada) encaminada a mejorar su irrigacion,

pero sin inducir una respuesta angiogénica.

Finalmente, podemos concluir que la exposicion intermitente, tanto al frio como a la
hipoxia, produce un estimulo suficiente como para provocar respuestas de aclimatacién
en los animales, pero preservando el crecimiento normal y la masa muscular de estos,

reflejo de la ausencia de una respuesta catabdlica no deseada.
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3. Bloque 3: El frio y la hipoxia y su efecto sobre la regeneracién del tejido muscular

Este tercer bloque tiene como objetivo identificar los diferentes efectos de los
tratamientos: 1) frio, 2) hipoxia y 3) frio e hipoxia, sobre la recuperacion de la lesién
muscular. Los dos puntos temporales escogidos (9 y 21 dias) pertenecen a fases
avanzadas del proceso de regeneracidn muscular, es decir, a la fase de remodelacién y
de maduracion, en las cuales ya podemos observar el éxito de las fases precedentes y
podemos vaticinar el devenir de la lesidon y la posible arquitectura final de la zona

lesionada.

Mediante este estudio se pretende mostrar el resultado del proceso de regeneracién
muscular de forma integral, es decir, desde una perspectiva funcional, histoldgica y
molecular. Desde un punto de vista funcional se busca comprobar el grado de éxito en
la recuperacién de las propiedades contractiles del musculo lesionado. Desde una
perspectiva histoldgica, nuestro objetivo es poder comprender si nuestros tratamientos
aceleran el proceso de regeneracion muscular y si mejoran la arquitectura final del tejido
lesionado. Por ultimo, desde una perspectiva molecular, nuestro objetivo es poder
identificar si estos tratamientos regulan alguna via metabdlica que pueda estar

involucrada en la regeneracidon muscular.

3.1. Evaluacion de la funcién muscular

La pérdida de la funcién es uno de los principales signos de una lesién muscular
(Warren et al., 1999; Tiidus, 2008; Tidball, 2011), y en contraposicion, la restauracién de
la funcionalidad suele ser considerado como un indicador de recuperacién y vuelta a la
actividad previa a la lesion. Las alteraciones en el proceso de acoplamiento excitacidn-
contraccion pueden llegar a producir reducciones de entre el 57-75% de la fuerza
tetanica durante los primeros 5 dias post-lesién (Ingalls et al., 1998). Ademads, se ha
demostrado que tras el dafo muscular el musculo esquelético presenta mayores
deficiencias en la capacidad de generar fuerza a bajas frecuencias (alrededor de los 20
Hz) que a altas frecuencias (mas de 50 Hz). De hecho, se considera que la fatiga a baja

frecuencia (LFF) tiene origen en la reduccién de la activacidon contractil o en el fallo
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periférico en el acoplamiento entre excitacion y contraccion, y es por ello que este
parametro se considera de gran utilidad a la hora de evaluar las lesiones musculares y

los procesos de regeneracién (Tiidus, 2008).

Con el fin de evaluar la capacidad contractil de los musculos lesionados, tras los
periodos y tratamientos de recuperacién establecidos, los animales fueron sometidos a
una prueba de funcién muscular in vivo mediante la cual se midieron diferentes
pardmetros como la fuerza pico, la fuerza tetdnica, la fatiga a baja frecuencia, el HRT y

el CT.

Los déficits en la funcion muscular aparecen en las primeras horas post-lesién (1-12
h) (Tiidus, 2008) y se mantienen a lo largo del proceso de regeneracion muscular,
llegandose a observar todavia deficiencias significativas en la funcionalidad de un
musculo lesionado al menos 10-14 dias después de la lesidon (Pereira et al., 2014;
Contreras-Mufioz et al., 2016, 2017, 2021) e incluso tras 21 dias (Head et al., 2014). Asi,
nuestros resultados concuerdan con estos hallazgos previos, ya que en nuestro estudio
hemos observado que los animales no intervenidos (CTRL) presentaban alteraciones
significativas en los principales parametros de fuerza tanto 9 como 21 dias después de

sufrir la lesion (Figura 24).

Sin embargo, los animales tratados con alguno de los tres protocolos no siguieron la
misma evolucidn que el grupo CTRL en el proceso de recuperacidn de la funcionalidad
muscular post-lesion. Los animales expuestos a frio de forma intermitente mostraron
deficiencias significativas en la capacidad contractil de sus patas lesionadas en todos los
parametros estudiados tras 9 dias de tratamiento (Figura 24A, C y E), no obstante,
mostraron una recuperacion de la funcién del musculo lesionado 21 dias post-lesién
(Figura 24B, D y F). Por su parte, aquellos animales sometidos exclusivamente a HHI
(HYPO), mostraron una completa recuperacion de la funcién muscular en todos los
parametros valorados tras 9 dias de tratamiento (Figura 24A, C y E), corroborandose
estos buenos resultados en las pruebas realizadas 21 dias post-lesion (Figura 24B, D y
F). Ante la combinacién de frio e hipoxia como tratamiento (COHY), los resultados nos

indican la inexistencia de un efecto aditivo fruto de la aplicacion de estos dos estimulos
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de forma simultanea. De hecho, podemos observar como el grupo COHY mostré un
comportamiento similar al que presentd el grupo expuesto Unicamente a frio (COLD),
registrandose carencias en la funcionalidad de los musculos lesionados tras 9 dias,
mientras que a los 21 dias de tratamiento no se hallaron diferencias funcionales entre
los gastrocnemios lesionados y no lesionados. De forma que se puede afirmar la
existencia de una recuperacién completa de la capacidad contractil de los musculos

lesionados tras 21 dias de frio + hipoxia intermitente.

Con motivo del analisis de la recuperacién de la funcién muscular tras la lesidn,
hemos podido identificar también los efectos que los diferentes tratamientos tienen
sobre la fuerza en los musculos no lesionados. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion nos indican que ninguno de los tres tratamientos (frio, hipoxia o frio +
hipoxia) produjo cambios consistentes en la funcidon del muasculo GAS no lesionado. En
estudios previos realizados con ratas expuestas a hipoxia hipobarica crénica pudieron
observar que el musculo SOL no sufrid alteraciones en su fuerza pico, incrementd la
frecuencia tetanica, redujo el CT y HRT, y no experimenté cambios en la fatigabilidad del
musculo tras 10 semanas a 4.000 m de altitud. Este estudio también muostré que el
musculo EDL sometido a hipoxia redujo su fuerza pico y frecuencia tetanica, incrementé
su resistencia a la fatiga y no presentd cambios en los parametros HRT y CT en
comparacion con el grupo normoéxico (Itoh et al., 1990). Cabe destacar también que Itoh
et al. (1990) observaron cambios significativos en la proporcién de los diferentes tipos
de fibras (reduccidn de la proporcién de fibras FG e incremento de las fibras FOG en el
musculo EDL, y reduccién de las fibras SO e incremento de las fibras FOG en el musculo
SOL). Ademads, también observaron una reduccién significativa del FCSA de las fibras del
EDL. Es decir, los cambios que habian reportado en la funcidon muscular podrian deberse
a la conversién de fibras y a la reduccion del FCSA derivados de la hipoxia (Itoh et al.,
1990). Otros estudios mas recientes, realizados con ratas adultas expuestas durante 6
semanas a hipoxia hipobarica, observaron en pruebas in vitro aumentos significativos
de la fuerza especifica y de la fatiga en el SOL y en el EDL, es decir, tanto en musculos de
contraccion lenta como en musculos de contraccion rdpida, achacando estas variaciones
a los cambios en los tipos de fibras aunque sin demostrarlo empiricamente (ElI-Khoury

et al., 2012). Previamente, en un estudio de similares caracteristicas (ratas Sprague-
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Dawley, 6 semanas a 5.000 m), Shiota et al. (2004) observaron variaciones en la curva
de fuerza-frecuencia, en la que el grupo hipdxico mostré6 menor fuerza a altas
frecuencias, mientras que no observaron cambios consistentes en pardmetros como la
fuerza pico, HRT, CT o fatiga ni en el musculo séleo ni en el EDL (Shiota et al., 2004). Por
ultimo, Faucher et al. (2005) sometieron a las ratas a un mes de hipoxia normobarica
(altitud simulada de 5.000 m) y pudieron determinar mediante mediciones in vitro que
el SOL increment¢ la fuerza tetanica gracias a un aumento del porcentaje de fibras tipo
II, mientras que el EDL presentd una reduccién de la fuerza tetdnica y una menor

resistencia a la fatiga, sin cambios en la proporcion de fibras tipo | y tipo Il.

En resumen, en la bibliografia encontrada se observa que ante exposiciones a la
hipoxia los musculos responden con comportamientos muy dispares en cuanto a sus
capacidades contractiles se refiere. Estas diferencias en los resultados pueden ser
debidas al tipo de hipoxia, al tipo de medicién realizada(in vivo o ex vivo), y al tipo de
musculo estudiado (EDL, SOL, etc.). Ademas, los cambios reportados vienen en su
mayoria acompainados por alteraciones en los tipos de fibras y en el area de su seccién
transversal, enfatizando la importancia que tienen las caracteristicas morfoldgicas de las
fibras en la funcionalidad del musculo. En nuestro caso, tanto el musculo analizado como
el tipo de hipoxia (HHI) son diferentes a los previamente utilizados por otros grupos y,
por lo tanto, es dificil poder comparar los resultados. Ademas, nos hemos encontrado
con ausencia de trabajos basados en intervenciones de frio y de frio + hipoxia y en su

efecto sobre la funcidon muscular.

Tras corroborar los efectos de los diferentes tratamientos sobre la recuperacién de
la funcidn muscular post-lesién y en la funcionalidad del musculo no lesionado, nos
asaltd la incertidumbre acerca de la forma en la que los tratamientos podrian haber
producido variaciones en la morfologia de las fibras de nuestro musculo objeto de
estudio, el gastrocnemio. Y es que, el musculo esquelético presenta una gran plasticidad,
de forma que es capaz de modificar su composicion y sus capacidades metabdlicas ante
requerimientos fisioldgicos o situaciones de estrés. Estas adaptaciones se ven reflejadas
en cambios en el tamafo de las fibras, en la distribucidn y porcentaje de los diferentes

tipos fibras, en la velocidad de contraccion, en la produccidn de fuerza, en la resistencia
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a la fatiga, etc. El area transversal de las fibras y el régimen de contraccion de las fibras
musculares determinan la capacidad de generar fuerza por parte de un musculo (Huard
et al., 2002) y, por lo tanto, posibles cambios en la morfologia y tipologia de las fibras
musculares pueden cambiar la funcionalidad de un mdusculo. Es por ello que, para
comprobar que los cambios encontrados a nivel funcional se debian a la lesion y al
consiguiente proceso de regeneracion muscular y no a cambios en el tejido muscular no
lesionado y que las ausencias de cambios observadas en los musculos no lesionados se
correlacionan con una ausencia de cambios en la morfologia del musculo, decidimos
analizar y observar posibles cambios en las fibras musculares en funcién de su velocidad

contractil.

Los resultados obtenidos nos indican que la mejora en la funcionalidad muscular
observada en los musculos lesionados de los grupos intervenidos no viene derivada de
un incremento del FCSA de las fibras (lo cual supondria un incremento en la generacion
de fuerza muscular), ya que todos los grupos intervenidos o redujeron o no presentaron
alteraciones en su FCSA en comparacion con el grupo CTRL (Figura 25C y D). Ademas,
ningun grupo presentd mayores porcentajes de fibras de gran tamaiio (Figura 25E-H).
Por otro lado, no se ha observado un claro cambio en el perfil contractil de las fibras
musculares (Figura 25A y B), lo que hubiera podido suponer mejoras en aspectos como

la velocidad contractil o la resistencia a la fatiga de los musculos.

Por tanto, todo parece indicar que los cambios en la funcionalidad muscular
observados en los musculos lesionados vienen derivados por un incremento en el
numero de unidades motoras disponibles para ser reclutadas durante la contraccion, es
decir, por una mejora en el proceso de regeneracion muscular y no por cambios
morfoldgicos en las fibras musculares pre-existentes. Ademas, la ausencia de cambios
en los porcentajes de cada tipo de fibras y en el area de las fibras se correlacionan
directamente con la ausencia de cambios en la funcionalidad de los musculos no
lesionados entre los diferentes grupos. Esta susencia de cambios en la morfologia y en
la tipologia de fibras cobra un especial interés a la hora de pensar en la aplicacion de
tratamientos similares a los utilizados en nuestro estudio a deportistas. Y es que, mas

alla de la mejora en la recuperacion de la lesién muscular, la ausencia de cambios
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destacables en la morfologia de las fibras es importante a la hora de considerar la
viabilidad y adecuacién de un tratamiento para un deportista, ya que una alteracion en
la composicion o incluso en la morfologia de las fibras musculares podria afectar al

rendimiento deportivo e incluso al perfil competitivo de un atleta.

3.2. Evolucidn histoldgica de la lesion

La medicina regenerativa se encuentra en una busqueda constante de terapias y
métodos que permitan acelerar al maximo el proceso de regeneracién muscular, pero
siempre sin olvidar el principal objetivo de todo proceso de regeneracidn: la consecucién
de un tejido histoldgica y funcionalmente lo mas similar posible al tejido previo a la
lesidn. La consecucidn de este objetivo ayudaria a reducir al maximo la tasa de re-injury
y aseguraria el éxito del proceso regenerativo. Es por ello, que una vez evaluada la
funcién muscular, decidimos centrar nuestra atencién en marcadores de regeneracion
muscular y fibrosis, con el fin de verificar el efecto de los tratamientos sobre la
regeneracién y restauracion de la arquitectura muscular. Para ello, decidimos centrar

nuestra atencién en los marcadores dMHC y coldgeno | (Figura 26).

3.2.1. Miosina del desarrollo (dMHC)

Tras dejar atras la fase inflamatoria post-lesién y una vez sumergidos en la fase de
regeneracién, tiene lugar la activacidn, proliferacidn, diferenciaciéon y fusion de las
células satélite, dando lugar a la formacidn de nuevas fibras. Durante la primera semana
post-lesidn tiene lugar la creacion de las primeras fibras en la zona lesionada, estas
expresardn la isoforma de la miosina de desarrollo hasta su maduracién total, momento
en el cual la miosina de desarrollo sera permutada por miosina adulta; primero por
miosina rapida (MHC-II) y finalmente por miosina lenta (MHC-I) (Chargé & Rudnicki,
2004; Ciciliot & Schiaffino, 2010; Shibaguchi et al., 2019; Forcina et al., 2020). La miosina
de desarrollo (miosina neonatal + miosina embrionaria) se expresa durante el desarrollo
muscular y puede ser re-expresada de forma transitoria durante el proceso de
regeneracién muscular (Whalen et al., 1990; Schiaffino et al., 2015; Shibaguchi et al.,

2019). Las fibras de nueva formacion pueden empezar a expresar miosina de desarrollo
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(dMHC, Developmental Myosin Heavy Chain) hacia los primeros 2-3 dias post-lesion, y
esta todavia puede ser detectable 2-3 semanas después de producirse la lesidon
muscular. Es por ello que es considerada un buen indicador de regeneracién muscular

(Ciciliot & Schiaffino, 2010; Contreras-Mufioz et al., 2016; Forcina et al., 2020).

Aproximadamente a partir de los 10 dias de sufrir una lesidn la arquitectura general
del musculo suele estar restaurada y las fibras ya empiezan a expresar isoformas MHC
tipo Il, pero todavia muchas de estas fibras presentaran nucleos centrales como reflejo
del proceso de maduracién y crecimiento en el que se encuentran. Las fibras iran
progresivamente incrementando su FCSA y madurando, de forma que se dard una
reubicacidon periférica de los nucleos centrales. Asi, el posicionamiento de los
mionucleos nos permite diferenciar entre las fibras de nueva formacién o que se
encuentran en fase de crecimiento y las fibras maduras, siendo por lo tanto un buen
marcador del proceso de regeneracién muscular (Chargé and Rudnicki, 2004; Ciciliot and

Schiaffino, 2010; Forcina et al., 2020).

La realidad histolégica observada en el grupo CTRL coincide con la informacion
aportada por la bibliografia. Los musculos lesionados correspondientes al grupo CTRL
mostraron un porcentaje elevado (alrededor de un 50%) de fibras positivas en dMHC en
la zona lesionada 9 dias después de producirse la lesion (Figura 26B). Sin embargo, hacia
la tercera semana (21 dias), aunque todavia visible, la presencia de dMHC es
practicamente residual, representando las fibras positivas en dMHC Unicamente el 15%
del total de las fibras (Figura 26B) (Ciciliot & Schiaffino, 2010; Contreras-Mufioz et al.,
2016, 2017; Forcina et al., 2020). El FCSA de las fibras en proceso de desarrollo alcanzé
un valor medio de 200 um? a los 9 dias, mientras que, a los 21 dias el drea de las fibras
rondaba los 50 um?, llevandonos a pensar que las pocas fibras positivas en dMHC que
se observaron a los 21 dias pudieran ser fibras de formacidén mas tardia (Figura 26C).
Nuestros resultados, junto con los estudios previos, apuntan a que hacia el dia 21 de
recuperacion la lesion muscular deberia encontrase cerca de un estado de recuperacién

histolégico completo.
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Con relacion a los efectos de los tratamientos aplicados, todo parece indicar que
todos ellos aceleraron la recuperacion del tejido lesionado tras 9 dias, ya que todos los
grupos de intervencién presentaron reducciones en la expresién de fibras positivas en
dMHC y de fibras con nucleos centrales respecto al grupo CTRL, aunque fue el grupo
HYPO el unico que presentd diferencias estadisticamente significativas (Figura 26B-D).
Sin embargo, a los 21 dias post-lesion todos los grupos presentaron un perfil muy similar,
concordando con laidea de que en este punto temporal la recuperacion deberia de estar
cerca de completarse (Figura 26B-D) (Ciciliot & Schiaffino, 2010; Contreras-Mufioz et al.,
2016, 2017; Forcina et al., 2020). En cuanto al tamafio de las fibras positivas en dMHC,
destacar que 9 dias post-lesidon Unicamente el grupo HYPO presentd fibras de menor
tamafio que el grupo no tratado (CTRL), no observandose diferencias en el tamafio de
las fibras entre los grupos CTRL, COLD y COHY (Figura 26C). Una vez mads, tras 21 dias los
grupos experimentales no presentaron diferencias entre ellos (Figura 26C).
Curiosamente, el grupo HYPO presento tras 9 dias de tratamiento valores muy similares
a los resultados encontrados a 21 dias en el grupo CTRL en la expresion de dMHC, en el
FCSA de las fibras positivas en dMHC y en el porcentaje de fibras con nucleos centrales
(Figura 26B-D). De forma que el estado histoldgico que presentd el grupo HYPO a 9 dias

es el que cabria esperar observar a 21 dias tras una recuperacion pasiva.

Pese a no contar con suficientes trabajos previos con los que poder contrastar
nuestros resultados, el grupo de Thomas Chaillou reporté que la hipoxia hipobarica
crénica (a 5.500 m) no produce cambios en el porcentaje de fibras que presentan una
isoforma inmadura de la miosina (miosina embrionaria + neonatal) en el musculo séleo
7 dias después de sufrir una lesidon (Chaillou et al., 2014). La discrepancia de los
resultados de este trabajo respecto a los nuestros puede ser debida a la dosis y régimen
de hipoxia utilizados, es decir, nuestro trabajo basé su tratamiento en una exposicién
intermitente, mientras que el de Chaillou et al. (2014) lo hizo basado en una hipoxia
cronica. Asi, es posible que la aplicacion intermitente de la hipoxia hipobarica evite el
retraso en el proceso de regeneracidn muscular observado en las primeras fases cuando
la hipoxia es aplicada de forma crénica (Chaillou et al., 2014). Ademas, las
investigaciones fueron realizadas en musculos diferentes, lo que hace que existan

diferencias en la poblacion de fibras y, por consiguiente, en el nUmero de células satélite
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asociadas a ellas, y que por lo tanto los efectos de la hipoxia sobre el proceso miogénico

puedan ser diferentes.

Trabajos previos no han visto alterado el proceso de regeneracidn muscular tras la
aplicacion de frio local post-lesidn, ya que no observaron cambios en la proliferacién y
diferenciacion de células satélite, ni en la expresion de desmina y MyoD. Ademds, la
expresion de miosina embrionaria y neonatal, el area de lesion y el porcentaje nucleos
centrales no mostraron variaciones tras la aplicacién de frio (Shibaguchi et al., 2016;
Vieira Ramos et al., 2016). Asi, todo parece indicar que el frio local no altera el proceso
de regeneracion muscular (Shibaguchi et al., 2016, 2019; Vieira Ramos et al., 2016),
mientras que, la exposicion intermitente al frio ambiental utilizada en el presente

trabajo si que parece producir mejoras en la regeneracién muscular (Figura 26).

3.2.2. Colageno |y fibrosis

El proceso de reparacion comienza con la deposicion de matriz extracelular en el
lugar de la lesion, la cual tiene lugar hacia la primera semana post-lesidon y es mediada
por la actividad de los fibroblastos en respuesta a factores de crecimiento como TGF-f1.
A pesar de que la deposicion de colageno tiene una funcion fisioldgica beneficiosa para
el mantenimiento de la arquitectura muscular tras una lesién, la sobreproduccién de
colageno puede generar fibrosis, que comportara efectos adversos en la reparacion del
tejido y en la funcién muscular (Souza and Gottfried, 2013; Laumonier and Menetrey,
2016; Forcina et al., 2020). El colageno I/Ill y la fibronectina han sido identificados como
elementos clave en la caracterizacion de la fibrosis (Souza & Gottfried, 2013; Laumonier
& Menetrey, 2016; Forcina et al., 2020). La fibronectina y el coldgeno Il son unas de las
primeras proteinas expresadas por la ECM durante el proceso de regeneracién
muscular, mientras que el coldgeno | es activado posteriormente y se mantiene elevado

durante las siguientes semanas (Kaaridinen et al., 2000).

Reducir la fibrosis es uno de los objetivos de muchos de los tratamientos utilizados
para la regeneracidon muscular. Agentes anti-fibréticos, plasma rico en plaquetas,

actividad fisica temprana, etc., son procedimientos utilizados con el fin de evitar la
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excesiva deposicion de coldgeno en el lugar de la lesidon (Huard et al., 2002; Contreras-
Mufioz et al., 2017). Y es que, mas alla de la importancia de la activacién de las células
satélite, el control de la deposicion de colageno es fundamental en todo proceso de
regeneracién muscular ya que un exceso de material conectivo puede comprometer la
disponibilidad de factores de crecimiento y la migracion de las células satélite (Vieira

Ramos et al., 2016).

Con el fin de conocer el efecto real de nuestros tratamientos sobre la fibrosis,
analizamos la deposicidn de colageno | en la zona lesionada. 9 dias después de la lesion
el grupo HYPO presentd valores significativamente inferiores que los grupos CTRL y
COLD en el porcentaje de colageno detectado en la zona de la lesion (Figura 26E).
Ademds, el grupo tratado con frio + hipoxia (COHY) también presentd un porcentaje de
coldgeno | significativamente menor que el grupo CTRL (Figura 26E). A los 21 dias sufrir
la lesidn las diferencias entre grupos disminuyeron, aunque todavia se observo una clara
tendencia del grupo HYPO hacia valores inferiores respecto al resto de grupos (Figura

26E).

En estudios previos en los que el frio local fue utilizado como tratamiento se observo
gue una unica aplicacién de frio durante 20 min post-lesidon producia incrementos en la
deposicion de colageno, tanto a corto (7 dias) como a largo plazo (28 dias), pero sin
producir alteraciones en la infiltracion de macrofagos, la proliferacién y diferenciacién
de las células satélite, asi como tampoco vieron modificada de forma significativa la
expresion de miosina de desarrollo (Shibaguchi et al., 2016, 2019). Vieira Ramos et al.
(2016) realizaron un estudio basado en la aplicacidn de frio local de forma intermitente
(30 min, 3 veces al dia) y observaron una reduccion del proceso inflamatorio, pero pese
a ello, no vieron mejoras en la reparacion muscular ni en la deposicién de colageno I/11l
(Vieira Ramos et al., 2016). Los estudios parecen sefialar que los cambios en los tiempos
de aparicién y desaparicion de TGF-1 podria ser el factor responsable de la acumulacién
o falta de mejora en la deposicién de coldgeno (Shibaguchi et al., 2016; Vieira Ramos et
al., 2016). Nuestros resultados apuntan a que el frio intermitente ambiental si que

mejora el proceso de regeneracién muscular, pero sin lograr mejoras en la fibrosis o

200



Discusion

deposicion de coldgeno, en linea con los trabajos publicados previamente (Figura

26)(Shibaguchi et al., 2016, 2019; Vieira Ramos et al., 2016).

Basandonos en nuestros resultados, la exposicion intermitente a la hipoxia podria
postularse como un interesante agente antifibrético, mientras que todo parece indicar
gue la exposicidn al frio no consigue modular la deposicidon de coldgeno (Shibaguchi et
al., 2016, 2019; Vieira Ramos et al., 2016). En cuanto al posible efecto que pueda causar
la combinacion de frio e hipoxia de forma simultdnea, el grupo COHY presentd
resultados similares a los del grupo HYPO tras 9 dias tratamiento, mientras que sus
valores en el porcentaje de deposicién de coldgeno tras 21 dias se asemejaron al

comportamiento del grupo COLD.

3.3. Respuestas moleculares

La via de sefializacién Akt/mTOR ha sido detalladamente estudiada y descrita,
demostrandose su importancia en el crecimiento muscular, la hipertrofia y Ila
regeneracién (Zhang et al., 2015; Liu et al., 2018; Wei et al., 2019). Trabajos previos han
podido constatar el papel de las proteinas Akt y mTOR, y sus reguladas proteinas diana
p70S6K y 4EBP1, en las diferentes etapas de la regeneracion muscular ya que estas
cuatro proteinas muestran un incremento en sus formas fosforiladas respecto a sus
formas nativas ya un dia después de generarse una lesion muscular. Los aumentos de
estas proteinas se mantienen en el tiempo, pudiendo apreciarse incrementos
significativos de las formas fosforiladas respecto a las nativas de mTOR, p70S6K y 4EBP1
7 dias post-lesion, pero sélo observandose a los 14 dias post-lesidon incrementos en las
proteinas diana p70S6K y 4EBP1 (Chaillou et al., 2014; Liu et al., 2018). Por su parte,
Pereira et al. (2014) 10 dias después de inducir una criolesion muscular no encontraron
cambios ni en el ratio pSer?**¥mTOR/mTOR total ni en la forma fosforilada de 4EBP1,
mientras que si que observaron incrementos significativos en la forma fosforilada de
p70S6K. Nuestros resultados coinciden con los trabajos previamente mencionados
puesto que no hemos observado a 9 dias después de la lesién diferencias en el ratio
pSer®’3Akt/Akt total ni en el ratio pSer?**®mTOR/mTOR total entre las patas lesionadas

y no lesionadas del grupo CTRL (Figura 27E y Figura 28E). Ademas, ninguno de los cuatro
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grupos experimentales ha mostrado diferencias en estas proteinas entre los musculos
lesionados y sus contralaterales no lesionados. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en la presente investigacion, asi como los previamente publicados, podria
concluirse que la via Akt/mTOR es activada post-lesion y cobra importancia en el proceso
de regeneracion muscular durante los primeros dias (aproximadamente 7 dias),
mientras que parece que en estadios mds avanzados (a partir de los 10 dias) su peso es

menor (Pereira et al., 2014; Chaillou et al., 2014; Liu et al., 2018).

En cuanto al ratio pThr'”2AMPKa/AMPKa total, en concordancia con trabajos previos,
tampoco se han detectado diferencias significativas entre los musculos lesionadas y no
lesionados del grupo CTRL, ni a 9 ni a 21 dias, pese a que el GAS lesionado parece
presentar una tendencia a incrementar su expresion en los primeros dias post-lesién
(Figura 29E-F) (Chaillou et al., 2014). Una vez mds, no se han observado diferencias
significativas entre las patas lesionadas y sus contralaterales no lesionadas en ninguno

de los tres grupos experimentales sometidos a tratamiento (Figura 29E-F).

Si fijamos nuestra atencidn en los efectos que la exposicion a diferentes estimulos
estresantes tiene sobre el tejido muscular, nuestros resultados muestran que los
animales expuestos a frio intermitente durante 9 dias incrementan en los musculos no
lesionados la expresidn de la forma fosforilada respecto a la nativa en las tres proteinas
estudiadas (Akt, mTOR, AMPK) (Figura 27F, Figura 28F y Figura 29F), en concordancia
con estudios previamente publicados (Sepa-Kishi et al., 2017). La exposicion al frio
produce un incremento del consumo de glucosa por parte del musculo esquelético con
la finalidad de sostener el alto consumo de oxigeno requerido por la ST activada para la
termorregulacién. Esta glucosa es principalmente utilizada a través del metabolismo
oxidativo, el cual se ve sobre-regulado a través de vias independientes de insulina.
Ademas, el todavia elevado metabolismo y consumo de glucosa por parte del musculo
durante la aclimatacién al frio cuando la NST es activada, es sostenido gracias a, entre
otras cosas, el consumo de glucosa independiente de insulina (Sepa-Kishi et al., 2017).
En este contexto, AMPK se postula como un potencial mecanismo que puede facilitar la
utilizacion de sustratos a través de vias independientes de insulina durante la exposicién

al frio (Sepa-Kishi et al., 2017). Por su parte Akt regula el consumo de glucosa a través
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de vias dependientes de insulina (Siques et al., 2018) y, por lo tanto, su sobre-expresion
podria ser un mecanismo mas para facilitar el consumo de glucosa por parte del musculo
durante la termogénesis (Figura 27A). Pese a que desconocemos el motivo por el cual
este incremento de los cocientes de AMPK y mTOR Unicamente tiene lugar en los
musculos no lesionados, consideramos que una posible alteracion en la homeostasis del
musculo lesionado durante los primeros dias post-lesion puede producir que las
respuestas generadas para hacer frente a la respuesta termogénica se vean alteradas,

reduciéndose por ello la respuesta en los musculos lesionados.

Tras 9 dias de exposicion a HHI se observaron incrementos en los cocientes
pThri”2AMPKa/AMPKa total y pSer4’3Akt/Akt total, siendo estos mds pronunciados en
los musculos lesionados (Figura 27E, Figura 29E). Sin embargo, tras 21 dias estas
diferencias desaparecieron en el caso de la proteina Akt, mientras que se acentuaron en
AMPK (Figura 27F, Figura 29F). En cuanto a mTOR, no se observaron cambios en el
cociente proteina forforilada/total a 9 dias, mientras que tras 21 de exposicion a hipoxia
intermitente el GAS no lesionado presentd valores significativamente inferiores que el

grupo CTRL.

Algunos estudios en animales en los que una hipoxia hipobdrica severa (5.500 m) fue
aplicada de forma continua no constataron cambios en la expresion de la forma
fosforilada respecto a la total de la proteina AMPK, ni tras una exposicion aguda (3-7
dias), ni tras una exposicidn crénica (12-28 dias) en ninguno de los dos musculos que
estudiaron (SOL y plantaris) (Chaillou et al., 2012, 2014). Sin embargo, todo parece
indicar que el tipo de exposicion a la hipoxia (crénica vs. intermitente) podria ser un
factor determinante para justificar las discrepancias entre resultados, ya que, aunque la
hipoxia crénica no produzca cambios en el cociente pThrl”2AMPKa/AMPKa total ni a
corto ni a largo plazo (Chaillou et al., 2014; Siques et al., 2018), la hipoxia aplicada de
forma intermitente si que produce incrementos en el ratio pThr!’2AMPKa/AMPKa total
(Figura 29E-F) (Siques et al., 2018). En cuanto a los efectos de la hipoxia sobre el musculo
lesionado, trabajos previos han observado un incremento significativo de la forma
fosforilada de AMPK respecto a su forma nativa tras la exposicion a la hipoxia en los

primeros tres dias post-lesién, mientras que no han sido detectados mdas cambios en
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etapas posteriores de la regeneracion muscular (Chaillou et al., 2014). Sin embargo,
nosotros si que hemos podido identificar incrementos en la ratio pThr’2AMPKa/AMPKa

total tras 9 y 21 dias en el musculo lesionado (Figura 29E-F).

Nuestros resultados muestran un incremento significativo de la ratio pSer*’3Akt/Akt
total respecto al grupo CTRL tras 9 dias de exposicién a HHI en el musculo no lesionado,
mientras que estas diferencias tienden a disminuir tras 21 dias de exposicion (Figura 27
E-F). Estos resultados se contraponen a trabajos previos en los que tanto la hipoxia
cronica como la hipoxia intermitente fueron aplicadas, y en los cuales no se apreciaron
diferencias ni a corto (5-12 dias) ni a largo plazo (30 dias) ni en el musculo plantar ni en
el SOL en la ratio pSer’3Akt/Akt. Fijando la atencidon en mTOR, en este caso nuestros
resultados si que coinciden con los previamente reportados por Chaillou et al. (2012),
no encontrandose en ambos trabajos cambios en la ratio pSer?***mTOR/mTOR total en
los primeros dias, pero observandose una disminucion paulatina de la expresidn de esta
proteina con el paso del tiempo, hasta alcanzar en nuestro caso una disminucién
significativa a los 21 dias en el musculo GAS no lesionado (Figura 28E). Ademas, las
proteinas diana de mTOR, p70S6K y 4E-BP1, no se mostraron significativamente
afectadas tras la exposicién a hipoxia severa ni durante un corto periodo (3 dias), ni
durante un periodo mas largo (28 dias) (Chaillou et al., 2014). Asi, parece que la HHI a
largo plazo produce reducciones en la expresién de mTOR en consecuencia con los
aumentos de AMPK, pero independientemente de la actividad de Akt (Chaillou et al.,

2014).

En cuanto a la regulacion de la via Akt/mTOR durante la regeneracidn muscular en
condiciones de hipoxia, Chaillou et al. (2014) observaron que la hipoxia crénica no
afectaba a la expresion de Akt y sus formas fosforiladas en el musculo lesionado. Sin
embargo, en nuestro caso hemos podido observar la sobre-expresién de la forma
fosforilada de Akt respecto a la nativa durante los primeros dias (Figura 27E). Por lo que
a mTOR se refiere, nosotros no hemos observado modificaciones en su expresién en el
musculo lesionado ni a 9 ni a 21 dias (Figura 28E-F). La proteina mTOR juega un papel
importante en la sintesis de proteinas, diferenciacion de mioblastos y crecimiento de

miotubos durante el proceso de regeneracion muscular (Chaillou et al., 2014). La
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ausencia de alteraciones significativas en esta proteina en el musculo lesionado tras la
exposicion a la hipoxia puede ser una sefial de que la hipoxia aplicada de forma
intermitente no altera el proceso de regeneracion muscular de forma negativa.
Evidencias previas indican que la respuesta de regeneracidon prevalece sobre la seiial
hipdxica, ya que la proteina REDD1 (Regulated in development and DNA damage
response 1), inhibidora de mTOR, incrementa su expresion a nivel muscular en situacion
de hipoxia pero no lo hace cuando el musculo sometido a hipoxia se encuentra en un
proceso de regeneracion muscular (Chaillou et al., 2014). De forma que, a pesar de que
tras 21 dias de HHI la expresién de mTOR aparezca reducida en el musculo no lesionado,
esta situacion se revierte cuando procesos como la miogénesis y el crecimiento fibrilar

post-lesidn tienen lugar.

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no se han descrito con anterioridad los
efectos de la exposicién combinada al frio y a la hipoxia en la regulacién de la masa
muscular. Tras estudiar diferentes marcadores moleculares con el fin de conocer el
efecto real de la combinacién de ambos estimulos, hemos podido observar que el grupo
COHY presenta, al igual que el resto de los grupos de intervencién, un incremento
significativo respecto al grupo CTRL de la ratio pSer#’3Akt/Akt total tras 9 dias (Figura
27F). Ademds, hemos observado un aumento significativo del cociente

2448mMTOR/mTOR total durante los primeros dias de intervencién (Figura 28F). Sin

pSer
embargo, a 21 dias, estas diferencias desaparecen y la expresidn de estas dos proteinas
es muy similar a la encontrada en el grupo CTRL. En cuanto al sensor energético AMPK,
no se han observado alteraciones en la activacidn de esta proteina, no viéndose alterada

ante la exposicion a dos estimulos estresantes como el frio y la hipoxia (Figura 29E-F).

Los resultados claramente nos indican la no existencia de un efecto aditivo ante la
aplicacion concurrente de frio e hipoxia. De hecho, los resultados parecen indicar que la
aplicacion simultanea de frio + hipoxia lleva a un comportamiento de los mecanismos
de regulacién de la via Akt/mTOR similares a los obtenidos en hipoxia, mientras que en
cuanto a AMPK, parece que el estrés energético producido en el grupo COHY podria ser

similar al producido cuando el frio es aplicado de forma aislada.
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Nuestros resultados han mostrado un incremento significativo de la relacion
pSer4’3Akt/Akt total tanto en el musculo lesionado como en el no lesionado de todos los
grupos intervenidos. Akt es esencial para el desarrollo, crecimiento, regeneracion y
metabolismo del musculo esquelético. Ademas, se ha descrito su papel fundamental en
la diferenciacion y mantenimiento de los mioblastos, y su necesaria actividad para la
maduracion de las miofibras (Gardner et al., 2012). La mejora en la regeneracion
muscular observada en los tres grupos de intervencién podria estar ligada con la sobre-
expresion de la forma fosforilada de Akt (Figura 27E) detectada en estos grupos
experimentales. El papel de Akt en la regeneracién muscular como respuesta al frio, a la
hipoxia y al frio y la hipoxia debera ser motivo de futuras investigaciones para dilucidar

sus posibles efectos y mecasnismos de accién.

Desafortunadamente, las respuestas moleculares observadas en la presente
investigacion no muestran resultados que puedan ayudarnos a entender claramente los
porqués de los resultados obtenidos a nivel histolégico y funcional en el musculo tras la
lesidon. Esto puede deberse a tres motivos: El primero puede estar relacionado con la
alta dispersion registrada en los grupos, seguramente a causa del pequefio nimero de
muestras con el que se ha contado para su analisis molecular. El segundo motivo podria
ser el avanzado estado de la recuperacion muscular en los puntos temporales de
muestreo utilizados, en los que la influencia de estas proteinas podria ya ser menor o
casi residual sobre la lesién. La posible tercera razén es que la sefial molecular
relacionada con la regeneracion que hubiéramos querido identificar mediante western
blot haya podido quedarse diluida parcialmente, ya que la lesidn representa un volumen

relativamente pequefio en relacién a todo el musculo.

3.4. Resumen Bloque 3

Por lo tanto, y resumiendo todo lo anteriormente visto, podemos considerar que el
frio intermitente acelera el proceso de regeneracion muscular, ya que tras 9 dias induce
una mejora en la maduracién de las fibras musculares de nueva formacion (reduccién
en el porcentaje de fibras dMHC* y con nucleos centrales). Ademas, esta mejora

observada a nivel histoldgico tras 9 dias se refleja en una recuperacién de los principales
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pardmetros de fuerza a 21 dias. Sin embargo, a pesar de las mejoras en el proceso
miogénico, el frio intermitente no modula la deposicidn de colageno | en el lugar de la
lesidon y, por lo tanto, su uso como terapia puede ser cuestionado, ya que debido a la
fibrosis generada en el lugar de la lesion, el tejido muscular puede verse debilitado de
cara a posteriores acciones mecanicas de alta intensidad. La elevacidon de la ratio
pSer’3Akt/Akt total podria haber favorecido la activacion de las células satélite en una
fase inicial, pero la ausencia de correlacién con mTOR exige un mayor estudio sobre el
papel de Akt y la via de sefializacion Akt/mTOR para poder entender de forma precisa
de qué modo esta via ha podido influir sobre el proceso de regeneracidon muscular. La
sobrexpresion de Akt, mTOR y AMPK en el musculo no lesionado durante los primeros
dias de ICE podria verse regulada por un incremento en el consumo de glucosa por parte
del musculo, tanto por vias insulino-dependientes como independientes, con motivo de
la termorregulacién. Sin embargo, esta actividad de las proteinas AMPK y mTOR podria
verse alterada en el musculo lesionado debido a la disrupcion de la homeostasis
producida por la lesion muscular, mientras que, la expresion de Akt en el musculo

lesionado podria verse acentuada debido a su papel en la regeneracién muscular.

En cuanto a la HHI, este tratamiento ha mostrado de forma consistente su efectividad
en la aceleracion de la regeneracion muscular. La hipoxia intermitente reduce el
porcentaje de fibras positivas en dMHC y con nucleos centrales en los primeros 9 dias,
llegando a mostrar tras este corto periodo de tiempo de tratamiento un tejido muscular
de unas caracteristicas histoldgicas similares al observado tras 21 dias de recuperacion
pasiva. Ademas, el grupo HYPO mostrd una reduccion en la deposicidn de colageno | en
el lugar de la lesidn, postulandose asi la hipoxia como un posible tratamiento anti-
fibrético que mejora el tejido muscular post-lesidon brindandolo de mayor fortaleza y
elasticidad. A nivel funcional la hipoxia favorece la restauracion completa de la funcion
muscular del GAS lesionado en tan sélo 9 dias. Los elevados niveles de AMPK nos indican
gue el estimulo hipéxico produce un estrés energético importante en el musculo
esquelético, siendo este mds marcado en el misculo lesionado, donde la homeostasis
se ha podido encontrar afectada tanto por la lesién como por la hipoxia. Seria necesario

un estudio mas profundo, para comprender si los incrementos en las ratios de las
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proteinas AMPK y Akt han podido tener un papel relevante en las mejoras observadas

en la regeneracion muscular del grupo HYPO.

Por ultimo, la combinacidon de ambos estimulos no ha producido el efecto aditivo que
podriamos esperar en la mejora de la regeneracidn muscular, pero tampoco ha supuesto
un estrés metabdlico tan intenso como para que el proceso de regeneracién muscular
se haya visto afectado negativamente. Asi, tanto a nivel funcional como histolégico, el
grupo COHY ha seguido la estela del grupo COLD, observandose mejoras en la
regeneracién muscular a nivel histolégico (9 dias) y funcional (21 dias), pero sin tener
efectos beneficiosos sobre la deposicion de colageno en el lugar de la lesién. A nivel
molecular, los resultados parecen indicar que la respuesta observada se asemeja en

mayor medida al grupo CTRL.
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4. Resumen general de la discusion

El disefio experimental del presente trabajo ha demostrado ser éptimo para el
estudio de las lesiones musculares y su proceso de regeneracion muscular. Por un lado,
los resultados obtenidos en el estudio han servido para confirmar la similitud histologica
y funcional de los musculos gastrocnemios derecho e izquierdo, y por lo tanto, legitimar
el uso del modelo experimental de la pierna unilateral, en el cual un musculo es utilizado
para ser intervenido y el contralateral es utilizado como control. Ademas, esta validacién
de la simetria muscular ha permitido el analisis Unico de uno de los gastrocnemios a la
hora de realizar los analisis morfoldgicos y moleculares disefiados. Por otro lado, el
método de lesion quirdrgico ha demostrado ser idoneo y facilmente replicable para el
estudio de las lesiones musculares. Asi, las respuestas observadas tanto a nivel
histolégico como funcional han validado el uso de este método de lesidn para simular

una lesién deportiva de grado Il.

Una vez validado el disefio experimental, se prosiguieron a investigar los efectos de
la exposicion intermitente al frio, a la hipoxia y al frio + hipoxia sobre la fisiologia de los
animales y su posible uso como herramienta terapéutica en la regeneracion muscular.
La exposicidon intermitente al frio ha mostrado ser eficaz a la hora de preservar el
bienestar de los animales, garantizando el crecimiento de los animales y el incremento
de la masa muscular, pero ademas, ha demostrado ser un eficaz método de aclimatacién
al frio. El frio intermitente produce adaptaciones anatémicas, como incrementos del
BAT, induce respuestas musculares dirigidas a mejorar el aporte de oxigeno
(incrementos en la capilarizacién muscular) e incrementa el consumo de glucosa
(incrementos de las proteinas GLUT1, AMPK, Akt y mTOR), con la finalidad de mejorar la
termorregulacidn. Por otro lado, la exposicion al frio ha demostrado mejorar el proceso
de regeneracidon muscular, acelerando la maduracidn de las fibras de nueva formacién
(9 dias) y la restauracion de la funcion contractil del musculo (21 dias), pero sin mejorar
la fibrosis post-lesidn. La mejora en la capilarizacién muscular, que favorece el aporte
de oxigeno y nutrientes y la eliminacién de deshechos, asi como los incrementos en la
expresion de Akt podrian ser los motivos de la mejora en la regeneracién muscular

observada vy, por lo tanto, profundizar en estos aspectos podria ser de gran interés.
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El uso intermitente de la hipoxia hipobarica es una interesante herramienta de cara
a prevenir los efectos deletéreos de la hipoxia, como la pérdida de masa corporal y
muscular, mientras que incrementa el transporte de oxigeno a nivel hematolégico e
induce respuestas musculares destinadas a mejorar la irrigacion del musculo. Ademas,
nuestros resultados la postulan como una potencial herramienta para la regeneracién
muscular, ya que hemos podido observar que la hipoxia hipobarica intermitente acelera
el crecimiento y maduracidn de las fibras musculares en el lugar de la lesién en tan solo
9 dias a la vez que reduce la deposicidon de colageno, mejorando la arquitectura de la
zona lesionada. En esta misma linea, se ha comprobado que la funcién muscular es
completamente restaurada tras 9 dias de HHI, mientras que tras una recuperacién
pasiva la capacidad contractil del musculo se ve todavia afectada tras 21 dias. La
activacidn de Akt, pero sobre todo de AMPK, a causa de la exposicidn a la hipoxia, junto
con la mejora de la irrigacion muscular, podrian ser aspectos a estudiar en el futuro
debido a su posible vinculacidon en la mejora de la regeneracién muscular y en la

reduccion de la fibrosis observada.

Por ultimo, la exposicion simultanea al frio y la hipoxia y el posible efecto sinérgico
generado al combinar estos dos estimulos ha sido uno de nuestros principales focos de
interés. El uso simultaneo de ambos estimulos no ha supuesto un estrés perjudicial para
los animales, ya que han mantenido su crecimiento y la masa muscular a lo largo de la
intervencion. Ademas, la hipoxia no ha afectado a la aclimatacion al frio de los animales,
a juzgar por el incremento significativo del BAT observado. Por otro lado, el uso
simultaneo del frio y de la hipoxia parece producir un interesante efecto cardioprotector
ante afecciones relacionadas con la hipoxia como PAH. El aporte de oxigeno durante la
exposicion al frio y a la hipoxia a nivel tisular puede verse realmente comprometido,
debido al incremento en la demanda y la disminucidn en la disponibilidad de oxigeno.
De hecho, la exposicién concurrente al frio y a la hipoxia produce un efecto aditivo en
las respuestas hematoldgicas destinadas a mejorar el transporte de oxigeno e
incrementa las adaptaciones morfoldgicas destinadas a mejorar la irrigacidon de las fibras
musculares. En cuanto al papel del frio y de la hipoxia simultdnea en la regeneracién
muscular podemos concluir que a pesar de no haber observado una mejora en relacién

con los resultados obtenidos con la hipoxia y con el frio por separado, la exposicidon
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simultdnea a ambos estimulos no ha interferido negativamente sobre el proceso de
regeneracién muscular. De hecho, el frio + la hipoxia acelera la maduracion de las fibras
musculares tras la lesién (9 dias) y la recuperacién de la funciéon muscular (21 dias), pero
sélo mejora la deposicion de colageno a corto plazo (9 dias). En este caso, la mejora de
la irrigacion del tejido, asi como una activaciéon de Akt en las primeras etapas de la
regeneracién muscular (9 dias), podrian ser aspectos clave que hayan podido producir

la aceleracidn de la regeneracidon muscular observada.
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Los resultados obtenidos confirman la existencia de una simetria bilateral del
musculo gastrocnemio tanto a nivel morfolégico (tamafio y proporcién de fibras)
como a nivel funcional (capacidad para generar fuerza y resistencia a la fatiga). Por
lo tanto, queda validada la metodologia de pata unilateral, asi como el uso de un
unico musculo gastrocmenio por cada animal en los analisis morfoldgicos y

moleculares realizados.

El método quirurgico utilizado para inducir la lesion muscular demuestra ser
adecuado para el estudio de la regeneracidon muscular, ya que muestra evidencias

tanto funcionales como histolégicas de lesion muscular 24h post-lesién.

El frio intermitente produce respuestas de aclimatacion al frio como el incremento
del tejido adiposo marrdn, de la capilarizacién muscular y del consumo de glucosa

muscular, mientras que mantiene la masa corporal y muscular de los animales.

La hipoxia hipobarica intermitente preserva el crecimiento y masa de los animales,
produciendo incrementos en la masa muscular y reduciendo la masa grasa.
Ademas, aumenta el transporte de oxigeno en sangre y mejora la irrigacién de las
fibras musculares a través de la reduccion del tamafio de las fibras, pero sin

producir angiogénesis.

La combinacién del frio y de la hipoxia no interfiere en la aclimatacion al frio de
los animales, ademas, no supone un estrés patoldgico para las ratas, ya que tras
la exposicidn a estos dos estimulos de forma simultanea los animales mantienen

su crecimiento e incrementan la masa muscular.

El frio y la hipoxia concurrentes producen un efecto cardioprotector frenando la

hipertrofia ventricular derecha derivada de la hipertensién pulmonar hipdxica.

A nivel hematoldgico, la exposicidn a frio e hipoxia produce un efecto sinérgico en
el transporte de oxigeno, mayor al detectado ante la exposicidn aislada a cada uno

de estos dos estimulos. Ademas, se ha observado que estos dos factores
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ambientales de forma conjunta mejoran la irrigacion fibrilar por medio de la
reduccion del area transversal de las fibras, pero sin producir una respuesta de

angiogénesis ni una activacion de la via de sefializacion HIF-1a.

El frio intermitente acelera el proceso de regeneracién muscular, mostrando
evidencias histoldgicas a 9 dias y funcionales a 21 dias. Sin embargo, incrementa
la deposicidon de colageno | en el lugar de la lesién, aumentando la formacién de

tejido fibrético.

Tras 9 dias de hipoxia hipobdrica intermitente el musculo lesionado muestra una
recuperacion total de la funcidn muscular y evidencias histologicas de un
acelerado proceso de reparacién. Ademas, la hipoxia intermitente reduce la
deposicion de tejido conectivo en el lugar de la lesidn reduciendo la fibrosis. Lo
gue desvela un interesante papel de la hipoxia hipobarica intermitente como una

III

herramienta util para la aceleracion del “return to play”.

La exposicidn simultanea a hipoxia hipobarica y frio no produce un efecto aditivo
con respecto a la exposicidn a estos dos estimulos por separado en la regeneracién
muscular. Sin embargo, si que mejora el proceso de regeneracién, como asi lo
demuestran las evidencias histoldgicas a 9 dias y la recuperacién de la capacidad
funcional del musculo lesionado a los 21 dias. No obstante, el uso de estos dos

estimulos incrementa la deposicion de colageno | en el lugar de la lesidn.

Los grupos COLD y COHY han manifestado un incremento en el cociente
pSer?’3Akt/Akt total tras 9 dias de tratamiento, postulandose esta proteina como

posible elemento clave en la aceleracidn de la regeneracion muscular.

Los incrementos significativos observados en las relaciones pSer®’3Akt/Akt total y
pThri”2AMPKa/tAMPKa total en el grupo HYPO abre puertas a considerar el
potencial papel de estas dos proteinas en la aceleracién de la regeneracién

muscular.
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Our results confirm the existence of a bilateral symmetry between right and left
gastrocnemius muscles, both at a morphological level (fibres size and fibre type
proportion) and at a functional level (force capacity and resistance to fatigue).
Therefore, the unilateral leg methodology has been validated, as well as the use
of a single gastrocnemius muscle from each animal to perform the morphological

and molecular analyses.

The surgically-induced injury proved to be optimal for the study of muscle
regeneration process, as it showed functional and histological evidence of muscle

injury 24 h post-injury.

Intermittent cold exposure produced acclimatization responses to cold, such as
increments of brown adipose tisue, muscle capillarity and muscle glucose uptake,

while maintained rats” body weight and muscle mass.

Intermittent hypobaric hypoxia preserved the growth and weight of animals,
producing increments on the muscle mass and reducing fat mass. In addition, it
increased oxygen transport in the blood and improved the irrigation of the muscle

fibres by reducing the fibres” size, but without producing angiogenesis.

The combination of cold and hypoxia did not interfere in the cold acclimatization
of the rats. Moreover, it did not produced a pathological stress since, after the
simultaneous exposure to these two stimuli, the animals maintained their growth

and increased their muscle mass.

Concurrent cold and hypoxia exposure produced a cardioprotective effect against

the right ventricle hypertrophy caused by pulmonary arterial hypertension.

At the hematological level, exposure to cold and hypoxia produced a synergistic
effect on oxygen transport, greater than the effect observed with isolated
exposure to each of these two stimuli. In addition, it has been observed that the

combination of these two environmental factors improved myofibrillar irrigation
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through a reduction in the fibres” cross-sectional area, but without inducing an

angiogenesis response nor an activation of the HIF-1a signalling pathway.

Intermittent cold exposure accelerated the muscle regeneration process, showing
histological evidence after 9 days and functional evidence at 21 days. However, it
increased collagen | deposition in the injury site, promoting the formation of

fibrotic tissue.

After 9 days of intermittent hypobaric hypoxia the injured muscles showed an
accelerated muscle repair process, with a total functional and histological
recovery. Moreover, intermittent hypoxia reduced the deposition of connective
tissue at the site of injury, thus diminishing fibrosis. This evidence suggests an
interesting role of intermittent hypobaric hypoxia as a useful tool for accelerating

the “return to play”.

Simultaneous exposure to hypobaric hypoxia and cold did not produce an additive
effect on muscle regeneration compared to the effect observed by the exposure
to these two stimuli separately. The concurrent cold and hypoxia intermittent
exposure improved the muscle regeneration process, demostrated by histological
evidence after 9 days and by the recovery of the functional capacity of the injured
muscles after 21 days. However, the use of these two stimuli increased collagen |

deposition at the site of injury.

COLD and COHY groups showed an increased pSer*’3Akt/total Akt ratio after 9
days of treatment, postulating this protein as a possible key element involved in

the observed acceleration of the muscle regeneration process.

The significant increases of pSer*’3Akt/total Akt and pThr”2AMPKa/total AMPKa
ratios observed in HYPO group open new approaches to consider the potential
role of these proteins in the acceleration of muscle regeneration process after

intermittent hypobaric hypoxia.
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