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Resumen

En los ultimos afios, con creciente interés, se ha establecido que la practica de ejercicio
fisico conlleva multiples beneficios funcionales en el sistema nervioso (SN) gracias a su
probable influencia sobre la expresién y regulacion de factores proteicos neurotréficos y
el desencadenamiento de procesos de neuroplasticidad, pero los mecanismos
relacionados con estos planteamientos aun no han sido plenamente dilucidados.

Se ha atribuido a los factores neurotréficos o neurotrofinas (NTs) multiples funciones en
el SN, por lo que su regulacibn se ha relacionado con la ocurrencia de

neurodegeneracion y procesos de neuroproteccion en el tejido nervioso.

Paradigmas investigativos actuales plantean que factores relacionados con el estilo de
vida como el sobrepeso, la obesidad y la inactividad fisica son condiciones
predisponentes a la neurodegeneracion del tejido nervioso, planteando de esta manera
inquietudes acerca del papel que la practica de ejercicio fisico podria jugar en procesos

de neuroproteccion mediada por mecanismos de secrecion de NTs.

Por otra parte, la introduccién de metodologias basadas en nanotecnologia para la
cuantificacién de factores proteicos locales y sistémicos en el SN, favorece la ampliacién
de esta area del conocimiento, estableciéndose como tecnologias con alta sensibilidad y
especificidad que minimizan limitaciones de las técnicas convencionales y facilitan

procesos de valoracion del SN.
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Factor (BDNF), Neurotrophin 3 (NT-3), Neurotrophin 4 (NT-4), Exercise, High
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Abstract

In recent years, with increasing interest, it has been established that the practice of
physical exercise carries multiple functional benefits in the nervous system (NS) due to its
likely influence on the expression and regulation of neurotrophic protein factors and the
triggering of neuroplasticity processes but the mechanisms related to these approaches
have not yet been fully elucidated.

Neurotrophic factors or neurotrophins (NTs) have been attributed to multiple functions in
the NS, so their regulation has been linked to the occurrence of neurodegeneration and
neuroprotection processes in nerve tissue. Current research paradigms suggest that
lifestyle factors such as overweight, obesity and physical inactivity are predisposing
conditions to neurodegeneration of nervous tissue, thus raising concerns about the role
that physical exercise could play in processes Of neuroprotection mediated by NTs

secretion mechanisms.

On the other hand, the introduction of methodologies based on nanotechnology for the
guantification of local and systemic protein factors in the SN, favors the expansion of this
area of knowledge, being established as technologies with high sensitivity and specificity
that minimize limitations of the conventional techniques and facilitate processes of SN

assessment.
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1. Marco Referencial

1.1. Definicion del Problema

Las neurotrofinas (NTs) son un grupo de proteinas que han sido descritas como
promotoras de neuroplasticidad en el Sistema Nervioso (SN) tanto a nivel cerebral
(Waterhouse & Xu, 2009) como en la médula espinal (Huie et al., 2012). Se les ha
atribuido un importante papel en procesos de comunicacion, crecimiento y diferenciacion
celular, asi como en la neuroproteccion y neuroplasticidad del SN adulto y en desarrollo
(Lewin & Carter, 2014; Verhovshek, Rudolph, & Sengelaub, 2013).

Se ha reconocido que mecanismos como la inhibicién de la sintesis, disminucién de la
expresion de receptores y bajos niveles plasmaticos de estas proteinas se relacionan con
la presencia de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y
Parkinson (da Silva, Domingues, de Carvalho, Allodi, & Correa, 2016; Siegel & Chauhan,
2000) desordenes del espectro autista y sindrome de Rett (Theoharides, Athanassiou,
Panagiotidou, & Doyle, 2015) sindrome afectivo bipolar (Scola & Andreazza, 2015),
depresion (Neto, Borges, Torres-Sanchez, Mico, & Berrocoso, 2011) trastornos
alimentarios (Mercader et al., 2008) sindrome metabdlico (Btaszczyk & Gawlik, 2016) y
obesidad (George N Chaldakov, Fiore, Hristova, & Aloe, 2003; Skledar et al., 2012)
describiendo su importancia en la fisiopatologia de multiples condiciones neuroldgicas y

neuroendocrinas.

Si bien se ha caracterizado a las NTs como factores que participan en una amplia
variedad de funciones neurales también se ha caracterizado su participacion en procesos
neuroendocrinos como la obesidad, la diabetes y el sindrome metabdlico.
Determindndose a partir de modelos animales que proteinas de la familia de NTs como el
Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) toman parte en la regulacién del peso corporal
y el gasto energético (Lapchak & Hefti, 1992; Pelleymounter, Cullen, & Wellman, 1995)
planteando que el aumento de esta proteina disminuye significativamente la ingesta de
alimentos, mejora la tolerancia a la glucosa y el metabolismo de los lipidos ain en

animales obesos y diabéticos (Hanyu et al., 2003; Nakagawa et al., 2002; Tsuchida et al.,
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2002). Los estudios en humanos plantean hipétesis que correlacionan inversamente
niveles plasmaticos de BDNF con la edad y el peso corporal (Lommatzsch et al., 2005;
Ziegenhorn et al., 2007) y que proponen que la deficiencia de factores neurotroficos tiene
relacion con la enfermedad coronaria y el sindrome metabdlico (G. N. Chaldakov et al.,
2001) principalmente en procesos de hiperalimentacion que se relacionan con la ingesta
calérica y la regulacién neuroendocrina (Btaszczyk & Gawlik, 2016), aunque los

resultados son controversiales y requieren estudiarse con mayor amplitud.

Debido a sus caracteristicas y su importante rol en el SN, las NTs son consideradas en la
actualidad como uno de los tratamientos farmacolégicos mas promisorios en la
prevencion y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas que afectan el SN (Kubo,
2015; Weissmiller & Wu, 2012) reportandose protocolos experimentales que hacen uso
de la aplicacion intravenosa, intraventricular e intramuscular de NTs (Duricki, 2012;
Galvin & Oorschot, 2003; Ramekers, Versnel, Klis, Grolman, & Strahl, 2015) y la
modulacion de la expresion de sus receptores (Nordvall & Forsell, 2014) que han
demostrado efectos potenciales en la neuroproteccién y neurorestauracion del SN
aungue con una aplicacion farmacoterapéutica limitada debido a su baja estabilidad
plasmatica, pobre farmacocinética, restriccion para atravesar la barrera hemato-
encefalica (Skaper, 2012) difusién restringida en el parénquima del SNC y las acciones
pleiotrépicas que se derivan de su unién concomitante con multiples receptores (Longo &
Massa, 2013) planteando la necesidad de estrategias de produccion enddégena de NTs

gue faciliten su potencial uso terapéutico.

Existe en la actualidad amplia evidencia que soporta que el ejercicio fisico es un agente
modulador de la sintesis y expresion de neurotrofinas y promotor de procesos de
neurogénesis, sinaptogénesis y angiogénesis en el tejido nervioso (Hotting & Rdder,
2013) con explicaciones que van desde el aumento de la produccién de NTs como el
BDNF en poblaciones neuronales a nivel del hipocampo en ratas (A. M. Huang et al.,
2006), aumento de la expresion de receptores TrK y p75N™R en el tejido nervioso y en
otros tejidos (Chung, Kim, Kim, & Bang, 2013), aumento de los niveles plasmaticos
posterior a la exposicion aguda y crénica al ejercicio en humanos (Szuhany, Bugatti, &
Otto, 2015), efectos positivos sobre la funcibn cognitiva y el estado emocional

(Fernandes, Arida, & Gomez-Pinilla, 2017) y corregulacién del metabolismo de los lipidos
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y la glucosa (Yeong Geun Kim & Hyun Jun Kim, 2013). Se reportan también estudios en
modelos animales que establecen que el ejercicio fisico tiene efectos en la expresion de
otras NTs como el Nerve Growth Factor (NGF)(Hong, Lee, & Kim, 2015) la Neurotrophin-
3 (NT-3) y la Neurotrophin-4/5 (NT-4) tanto en el SN como en otros tejidos como el
muscular (Chung et al., 2013; Ying, Roy, Edgerton, & Gémez-Pinilla, 2003) aunque sus

mecanismos Yy efectos no se explican ampliamente.

Otros planteamientos también relacionan la inactividad fisica con el aumento del tejido
adiposo y su efecto en el SN planteando que el comportamiento sedentario, el sobrepeso
y la obesidad son factores predisponentes al dafio del tejido nervioso debido a la
concomitancia de inflamacion crénica de bajo grado y resistencia a la insulina (Nimwegen
et al., 2011; Spielman, Little, & Klegeris, 2014; Vikdahl, Carlsson, Linder, Forsgren, &
Haglin, 2014) conllevando a procesos de neurodegeneracion que podrian explicar en
parte la fisiopatologia de algunas enfermedades neurodegenerativas.

Los métodos de analisis reportados para este grupo de proteinas y sus receptores son
muy variados y van desde metodologias moleculares como RT PCR, Northrem Blotting
(James M. Conner, 2001) hasta inmunoensayos de tipo ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), RIA (Radioimmunoassay) y FIA (Fluorescent Immunoassay)
como metodologias convencionales, implicando grandes periodos de incubacion,
pretratamiento, lavados y uso de marcadores y que no permiten la obtencién de
resultados en tiempo real, representando extensién en tiempo y condiciones complejas
de trabajo de laboratorio con baja sensibilidad y reproducibilidad. (Zhang, Zhou, Deng, &
Rush, 1999; Zhang, Zhou, & Rush, 2001)

En el ambito nacional el estudio del ejercicio fisico y sus efectos sobre marcadores
séricos de poblaciones sanas y con condiciones de salud como la obesidad y el
sobrepeso ha motivado lineas de investigacion en el campo. Tal es el caso de trabajos
desarrollados desde la Maestria en Fisiologia de la Universidad Nacional de Colombia
sobre ejercicio y marcadores hormonales (Arglello Gutiérrez & Mockus Sivickas, 2011),
ejercicio y marcadores séricos en diabetes tipo Il (Gémez & Mockus Sivickas, 2016) y la
Maestria en Actividad Fisica y Salud de la Universidad del Rosario en estudios sobre

ejercicio y marcadores del metabolismo lipidico y funcién endotelial (R. Ramirez-Vélez,
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2011; R. Ramirez-Vélez, Aguilar, & Mosquera, 2009; R. Ramirez-Vélez, Aguilar de Plata,
& Escudero, 2011; Ramirez-Velez, Aguilar de Plata, & Hernan Ramirez, 2010; Robinson
Ramirez-Vélez et al., 2016a).

Asi mismo, la utilizacion de tecnologias basadas en biosensores para la medicion de
biomarcadores proteicos en diversas aplicaciones clinicas y experimentales, también ha
sido un campo de reciente interés en el pais. Investigaciones de la Universidad de La
Sabana y Universidad Nacional, han sido pioneras en el campo desde los grupos de
investigacion en Evidencia Terapéutica e Ingenieria de Tejidos (Bustos, Suesca, Millan,
Gonzéalez, & Fontanilla, 2014; Gonzalez Carrefio, Fontanilla Duque, & Bustos Cruz,
2011). Asi mismo desde la Maestria en Neurociencias de la Universidad Nacional, se ha
planteado recientemente, el papel de las NTs en el tejido nervioso y su expresion celular
en modelo animal, mediante la cuantificaciébn proteica con el uso de biosensores
(Sanchez Molina, 2016a)

El panorama descrito anteriormente permite sustentar como base del presente estudio
qgue: i) las neurotrofinas son factores proteicos clave en procesos de desarrollo,
neuroproteccidon y neuroplasticidad cerebral; ii) su deficiencia se relaciona con la
ocurrencia de enfermedades neurodegenerativas; iii) participan en la fisiopatologia de la
obesidad, la diabetes y el sindrome metabdlico; iv) son consideradas una promesa
terapéutica pero su aplicacion exdgena es limitada; v) el ejercicio fisico promueve la
produccion endbégena de neurotrofinas y vi) los métodos convencionales disponibles para
su cuantificacion presentan algunas limitaciones y no permiten la obtenciéon de resultados

en tiempo real.

1.2. Planteamiento del problema

Las enfermedades cronicas y degenerativas del SN y las enfermedades cardiovasculares
representan las principales causas de morbilidad y mortalidad de la poblacién a nivel
mundial (OMS, 2015). La mayor parte de la etiologia de las enfermedades

neurodegenerativas permanece desconocida, aunque se le ha atribuido en la ultima
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década a un conjunto de factores tanto genéticos como ambientales, en los que el estilo
de vida juega un papel importante en la predisposicion a la enfermedad (N. B. Johnson et
al., 2014).

Establecer un panorama mundial de las enfermedades neurodegenerativas es dificil
debido a la insuficiencia de datos epidemiolégicos globales y al amplio grupo de
enfermedades que son cobijadas bajo esta denominacidén, aunque se estima que los
trastornos neuroldgicos afectan aproximadamente a 1000 millones de personas en todo
el mundo (OMS, 2006). La caracteristica comun de este grupo de patologias es la
neurodegeneracion, definida como una pérdida progresiva de la estructura y/o de la
funcién de las células del tejido nervioso, incluyendo su muerte, la cual puede ser
heredada, debida a una lesiébn o adquirida durante o después del nacimiento (Ahmad,
2012; Bredesen, Rao, & Mehlen, 2006).

Se estima que aproximadamente 46,8 millones de personas en todo el mundo
padecieron demencia en el 2015 y que esta cifra se duplicari hasta los 74,7 millones en
2030, y los 131,5 millones en 2050, representando un costo estimado total de 818
millones de délares, para paises como EEUU (Prince, 2015). La incidencia y prevalencia
mundial de la enfermedad de Parkinson por ejemplo, se situaria entre 41 a 1903 por
100.000 habitantes, con una prevalencia de 1601 en habitantes de Norte América,
Europa y Australia comparados con 646 en Asia (Pringsheim, Jette, Frolkis, & Steeves,
2014) y debido al envejecimiento de la poblacion, la prevalencia de estas enfermedades

en los paises mas poblados del mundo se duplicara en los préximos 20 afios.

El actual estilo de vida caracterizado por la inactividad fisica y pobres habitos dietarios
han conllevado a un dramético declive de la salud de la poblacion latinoamericana
(Herran, Patifio, & Del Castillo, 2016). La disminucion de la practica de actividad fisica y
el comportamiento sedentario —combinado con malos habitos alimenticios- ha sido
implicado como un factor potencialmente contribuyente a la crisis de obesidad (Kohl,
Craig, & Lambert, 2012). Ademas, la inactividad fisica es el cuarto factor contribuyente a

la mortalidad mundial (Eyben, Mouritsen, & Holm, 2003). El exceso de adiposidad esta
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relacionado con el desarrollo de enfermedades crénicas como hipertension, desordenes
metabdlicos, demencia y neurodegeneracion (Cai, 2013; Eyben et al., 2003; Keum, Lee,
Kim, Greenwood, & Giovannucci, 2015; Luna-Luna et al., 2015) mediado por el exceso
del consumo energético versus un gasto caldrico insuficiente (Martin et al., 2016).

El impacto de las enfermedades neurodegenerativas se extiende a las secuelas
estructurales y funcionales, estableciéndose la neuroproteccion y neurorestauracion
como aspectos de amplio interés investigativo, considerandose que aspectos
relacionados con la epigenética de las enfermedades neurolégicas (Urdinguio, Sanchez-
Mut, & Esteller, 2009), asi como la traslacion de los hallazgos de estudios experimentales
a estudios clinicos podrian ser pilares del tratamiento y la prevencion de estas patologias
(Ehrenreich, 2004).

La identificacion del rol del género, el estilo de vida, la practica de habitos relacionados
con la dieta y la actividad fisica, asi como su relacion con los factores genéticos y
bioldgicos también se establece como un area de interés en la prevencion y tratamiento
en las enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares (Watson & Killgore, 2017).
Es asi como estudios recientes en el campo de la neuroendocrinologia y la inmunologia
han determinado paradigmas relacionados con el papel que la obesidad y el sobrepeso
secundarios a una alta ingesta cal6rica y la inactividad fisica, tienen en la induccién de
procesos de neuroinflamacion que contribuyen a la neurodegeneracion como un
componente patoldgico importante en las disfunciones degenerativas del SN (Cai, 2013;
Spielman et al., 2014).

Por otra parte, son ampliamente conocidos los beneficios que la practica frecuente de
actividad fisica conlleva, no solo en el bienestar fisico y emocional, sino también sobre
diversos procesos metabdlicos, secretores y funcionales en el SN, en los que la
produccion de NTs juega un papel clave. El ejercicio fisico estudiado en modelos

animales y en humanos ha demostrado incrementar la tasa de respiracion mitocondrial;
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aumentar el consumo de oxigeno cerebral; promover la sintesis y secrecion de NTs (en
especial el BDNF) incrementando sus niveles plasméticos, estimular la funcion de la
corteza cerebral, mejorar la memoria y la funcién ejecutiva, entre otros (T. Huang,
Larsen, Ried-Larsen, Mgller, & Andersen, 2014a; Hwang et al., 2016; Piepmeier & Etnier,
2015).

Lo anterior permitio establecer bajo los planteamientos descritos en el capitulo 1 y
teniendo en cuenta que el ejercicio promueve la produccion de NTs como un posible
mecanismo de neuroplasticidad y neuroproteccion, una propuesta investigativa que se
dirigié a abordar los siguientes problemas de investigacion:

i) No hay ensayos clinicos controlados que midan los efectos de diferentes
intensidades de ejercicio fisico en etapa aguda en NTs no reportadas
convencionalmente como la NT-3y NT-4.

i) Ausencia de exploracion del comportamiento dosis-efecto del ejercicio
agudo y las NTs en poblaciones con perfil de riesgo metabdlico;

iii) No se ha utilizado ampliamente la nanotecnologia como método de alta
sensibilidad en la cuantificacion proteica de tejido sanguineo extraido in

Vivo.

Por lo anterior, la pregunta de investigacion que se planteé el presente estudio fue:

¢ Existen diferencias en los niveles plasmaticos de BDNF, NT-3 y NT-4 como efecto de la
practica de tres intensidades de ejercicio fisico agudo en hombres con sobrepeso,
cuantificados mediante el uso de un nanobiosensor tipo plasmén de resonancia de

superficie?

Se establecié como hipétesis que:

Diferentes intensidades de ejercicio fisico agudo: High Intensity Interval Training (HIIT);
Resistance Training (RT) y Protocolo Combinado (HIIT+RT) generan cambios en la
concentracion plasmética de BDNF, NT-3 y NT-4 en hombres jovenes inactivos con

sobrepeso, lo cual puede indicar que la practica de ejercicio aun en etapa aguda podria
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ser un factor promotor de neuroprotecciéon y neuroplasticidad en poblaciones en riesgo

cardiometabdlico.
En complemento a esta hipotesis este proyecto también plante6 que:
La nanotecnologia, especificamente el biosensor por plasmén de resonancia de

superficie (SPR), es una tecnologia de medicién en tiempo real, altamente sensible y

aplicable como metodologia de evaluacion de neurotrofinas en plasma humano.



2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Determinar el efecto de diferentes intervenciones de ejercicio fisico agudo sobre

niveles plasmaticos de BDNF, NT-3 y NT-4 en adultos jovenes, inactivos con

sobrepeso, mediante la aplicacion de la tecnologia de biosensor por SPR.

2.2. Objetivos Especificos

221

222
2.2.3
224

Desarrollar la metodologia de cuantificacién de los niveles plasmaticos de
BDNF, NT-3 y NT-4 mediante biosensor por SPR

Evaluar el efecto del HIIT sobre niveles plasmaticos de BDNF, NT-3 y NT-4.
Evaluar el efecto del RT sobre niveles plasmaticos de BDNF, NT-3 y NT-4.
Evaluar el efecto del protocolo combinado (HIIT+RT) sobre niveles
plasmaticos de BDNF, NT-3y NT-4.
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3.Marco Teodrico

3.1. Neurotrofinas

Desde el descubrimiento y descripcion del Nerve Growth Factor (NGF) por Levi-
Montalcini, Cohen y Hamburger en estadios tempranos del desarrollo en embriones de
pollo (Aloe, 2004; Hamburger, 1934, 1939; Hamburger & Levi- Montalcini, 1949; Levi-
Montalcini & Hamburger, 1953) las NTs (también denominadas factores neurotréficos o
factores de crecimiento neuronal) han sido descritas como un grupo de proteinas propias
del SN a las que se les atribuye la regulacibn de mecanismos moleculares en la
comunicacion, crecimiento y diferenciacién neuronal durante el desarrollo y en procesos
de neuroplasticidad, memoria, aprendizaje, estimulacién/sintesis de neurotransmisores y
neuropéptidos, proteccion neuronal ante el dafilo degenerativo y homeostasis celular en
el SN adulto (Lewin & Carter, 2014).

Se han identificado en el SN de aves, reptiles, peces, mamiferos con algunas variaciones
y en el humano se describen como una familia de cuatro proteinas diméricas
estructuralmente similares (Lewin & Barde, 1996) denominadas: 1) Nerve Growth Factor
(NGF) (Hamburger, 1934, 1939; Hamburger & Levi- Montalcini, 1949; Levi- Montalcini &
Hamburger, 1953) 2) Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (Barde, Edgar, &
Thoenen, 1982) 3) Neurotrophin 3 (NT-3) (FURTH, RONALD, & GEORGE, 1990; Hohn,
Leibrock, Bailey, & Barde, 1990) y 4) Neurotrophin 4/5 (Berkemeier et al., 1991; Ip et al.,
1992), esta ultima con doble nomenclatura debido a su identificacion inicial en peces y
posteriormente en mamiferos, cominmente denominada como NT-4 (Lewin & Carter,
2014). En reportes recientes de la literatura se registran dos miembros mas de esta
familia: Neurotrophin 6 (NT-6) y Neurotrophin 7 (NT-7) descritas como una subfamilia
presente Unicamente en peces (GA et al., 1994; Nilsson, Fainzilber, Falck, & Ibafnez,

1998). La Tabla 3-1 presenta la familia de NTs y sus caracteristicas.
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Tabla 3-1. Familia de Neurotrofinas

Denominacion Especie Nomen Peso Peso
clatura  Molecular Molecular
NT NT
Precursora  Madura
Nerve Growth Factor de
Factor Crecimiento NGF 26 KDa 13 KDa
Nervioso
Humano, aves,
reptiles,
Brain Derived Factor mamiferos,
Neurotrophic Neurotrofico peces BDNF 26 KDa 13 KDa
Factor Derivado Humano, aves,
Cerebral reptiles,
mamiferos,
Neurotrophin 3 Neurotrofina 3 pEEEs NT-3 26 KDa 13 KDa
Neurotrophin 4/5  Neurotrofina NT-4/5
4/5 NT-4 20 KDa 13 KDa
Neurotrophin -6 Neurotrofina 6 Peces NT-6 26 KDa 13 KDa
Peces
Neurotrophin- 7 Neurotrofina 7 NT-7 26 KDa 13 KDa

Fuente: Autora

3.1.1. Sintesis y Secrecion de NTs

Los genes que codifican para las neurotrofinas se cree que provienen de la duplicacion
de un gen ancestral Unico y en humanos se han diseminado en los cromosomas 1, 11, 12
y 19 para los genes NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5, respectivamente (Hondermarck, 2012).
La sintesis de las neurotrofinas se realiza por las células nerviosas y neuroendocrinas a
partir de una forma precursora caracterizada por dimeros no covalentes con dominios N-
terminal denominados proneurotrofinas (proNTs) al interior del reticulo endoplasmatico
rugoso y cuyo peso molecular es de ~20 KDa para la proteina precursora de NT-4 y de

~26 KDa para las demas formas precursoras (Hondermarck, 2012; LelBmann &
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Brigadski, 2009; Lewin & Carter, 2014; Lim, Lim, & Federoff, 2003).

Las proNTs se someten a modificaciones postraduccionales a través del complejo Golgi
(CG) y de la red trans-Golgi (TGN) por la accién de proteasas celulares como la furina y
la proconvertasa (Seidah, Benjannet, Pareek, Chrétien, & Murphy, 1996) o por proteasas
extracelulares como plasmina, MMP-3 y MMP-7 promoviendo la forma madura de la
proteina a través de la adhesiéon de una secuencia polipeptidica adherida al dominio N
terminal (Hondermarck, 2012). Las NTs maduras consisten en dimeros de proteina de
~13 KDa de peso molecular que son almacenadas al interior de las células nerviosas en
forma de vesiculas o como granulos secretores (Bradshaw, Blundell, Lapatto, McDonald,
& Murray-Rust, 1993; LeBmann & Brigadski, 2009; Seidah et al., 1996) que
posteriormente se transportan via anterograda o retrograda hasta las regiones somato-
dendriticas y axonales para su secrecién local en las terminales presinaptica vy

postsinaptica (LeBmann & Brigadski, 2009).

Como se esquematiza en la Figura 3.1 la secrecibn de las NTs se realiza
predominantemente por dos vias: la via constitutiva o0 permisiva: consistente en la
liberacion espontanea de la proteina almacenada en las vesiculas mediante un proceso
de fusién con la membrana celular y la via regulada o instructiva en la que las NTs
acumuladas en granulos secretores son liberadas como respuesta ante un estimulo
especifico (Lim et al., 2003). Si bien estos mecanismos son mayoritariamente descritos
en la literatura como formas de secrecion de las NTs también se han reportado otros en
los que el procesamiento vesicular es incompleto conllevando a la secrecion de proNTs a
partir de las cuales se sintetizan a nivel extracelular las formas maduras en presencia de

plasmina y metaloproteinasas de matriz (Lee, Kermani, Teng, & Hempstead, 2001).
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Figura 3-1. Sintesis y Secrecion de NTs

CG o
RE @f Via constitutiva
+ » TGN
3% | @ \®\
‘ ®\ Via regulada

@ Pro- NTs @ NTs madura

Fuente: (Bathina & Das, 2015)!

Para cada neurotrofina los mecanismos de secrecion son diferentes; asi el BDNF es
secretado por las neuronas por via constitutiva y regulada, (Blondel et al., 2000;
LeBmann & Brigadski, 2009; Lim et al., 2003), mientras que la secrecion de NT-3 se
dirige predominantemente por la via regulada (Brigadski, Hartmann, & Lessmann, 2005a;
Lessmann, Gottmann, & Malcangio, 2003; Wu et al., 2004). La NT-4 y el NGF se
almacenan en vesiculas y granulos de secrecion en el SNC y en células neuroendocrinas
indicando mecanismos en las dos vias (Brigadski et al., 2005a; Lessmann, Gottmann, &
Malcangio, 2003; Wu et al., 2004) con predominio de la via constitutiva (Brigadski et al.,
2005a).

La secrecion de las NTs también es variable segun la region del SN y puede estar
influenciada por su interaccién con otras NTs y con las formas precursoras, por ejemplo,

en la region del hipocampo no se observa en las neuronas NT-3 almacenado, pero en

1 Esquematizacidn de los procesos de sintesis y secrecién neuronal de neurotrofinas. RE: Reticulo
Endoplasmatico; CG: Complejo Golgi; TGN: Red Trans Golgi; NTs: Neurotrofinas. (Bathina & Das,
2015)
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esta region se registra amplia secrecion de BDNF lo que sugiere la coexpresion de BDNF
y NT-3 como mecanismo regulador en esta poblacién neuronal (Brigadski, Hartmann, &
Lessmann, 2005b; LeBmann & Brigadski, 2009; Lim et al., 2003). También para la
secrecion del BDNF se han reportado mecanismos en los que el prodominio es guardado
en vesiculas densas y secretado conjuntamente con el BDNF maduro (Dieni et al., 2012)

desconociéndose hasta ahora la funcién que llevan a cabo estos procesos.

3.1.2 Receptores de NTs

Se ha identificado que las NTs desempefian diversas funciones vitales para las células
nerviosas y que interactian con células no nerviosas mediante su uniéon a dos tipos
principales de receptores celulares especificos: la familia de receptores Tirosin Quinasa
(TrK) y el Receptor de Neurotrofinas p75 (p75"™®) miembro de la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) (Hennigan, O’callaghan, & Kelly, 2007;
Kaplan & Miller, 2000).

Estos dos receptores pueden estar presentes simultaneamente en la célula, funcionar
independientemente y tener efectos paradéjicos dependiendo la via de activacion
desencadenada (Kaplan & Miller, 2000). Las diversas uniones a receptores, las vias de
activacion que desencadenan y las interacciones entre estos receptores son
caracteristicas que determinan una gran complejidad en la fisiologia de las NTs e
influencian la versatilidad de sus funciones, es asi que en neuronas que expresan
receptores TrK y p75 ocurren interacciones fisicas y funcionales en formas que pueden

alterar las propiedades de sefalizacién de cada una (Skaper, 2012)

Se ha establecido que las NTs maduras establecen uniones preferentes con subtipos de
receptores TrK. De esta manera el NGF se une con el receptor TrKA, el BDNF y la NT-4
con TrkB y la NT-3 con el TrkC (Kaplan & Miller, 2000; Lim et al., 2003). Hay reporte que
las pro NTs también pueden establecer uniones con la Proteina Vacuolar Sorting 10
(VPS10) miembro de la familia del sortilin (también conocido como NRT3) (Longo &
Massa, 2013) y el NOGO aunque estas son vias de activacion que no son predominantes
(Hondermarck, 2012). Con respecto al receptor p75N™R todas las cuatro NTs maduras se

unen a él mediante uniones de baja afinidad y se ha establecido recientemente que las
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proNTs establecen uniones de alta afinidad (Lee et al., 2001) (Figura 3.2). A su vez el
p75NTR tiene la capacidad de influenciar interacciones de las NTs con otros receptores
como el TrK, el VPS10 y el NOGO incrementando su afinidad, asistiendo en la
discriminacion del ligando y activando vias de proteinas mediadores de la familia de las

Ceramidas, Quinasas y Caspasas (Hennigan et al., 2007)

En mayor proporcién las NTs tienen como células blanco neuronas en el SNC pero
pueden sefalizar en otras regiones y tejidos ya que estos receptores son expresados por
una variedad de neuronas y células de la glia en el SN central y periférico y en diversos

tipos celulares soméaticos (Hennigan et al., 2007; Hondermarck, 2012; Skaper, 2012).

Por lo anterior se afirma que las NTs tienen un amplio campo de funciones biologicas
determinado por la expresion celular de estos receptores (Naito, Lee, & Takahashi, 2017)
pero a su vez no es posible generalizar o limitar estas funciones puesto que las NTs y
sus cuatro receptores pueden mediar funciones muy diferentes y en algunos casos tener
respuestas celulares opuestas como la supervivencia y muerte celular (Bothwell, 2014).
Se considera por ejemplo que BDNF y NT-4 podrian presentar redundancias funcionales
en los mamiferos, gracias a sus union comun con TrKB mientras que se ha establecido
gue en ocasiones la NT-3 establece uniones promiscuas con otros miembros de los
receptores TrK en especial el TrKA pero sin representar equivalencias funcionales con el
NGF (Hondermarck, 2012; Skaper, 2012). Se esquematiza en la figura 3.2 las uniones

preferentes e interacciones de estos receptores.

3.1.3 Vias de sefalizacion activadas por las NTs.

Son multiples las vias de sefializacion activadas por la unién de las NTs a los receptores
TrK y p75N™R. Con respecto a TrK se incluyen tres vias principales mediadas por las
quinasas: Quinasas activadas por Mitégenos (MAPK) (Longo & Massa, 2013; Thomas,
DeMarco, D’Arcangelo, Halegoua, & Brugge, 1992), Fosfoinositol 3- Quinasa (PI3K)
(Atwal, Massie, Miller, & Kaplan, 2000; Longo & Massa, 2013) y la Fosfolipasa C gamma
1 (PLCG1) (Longo & Massa, 2013; Vetter, Martin-Zanca, Parada, Bishop, & Kaplan,
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1991) y vias de las proteinas Ras y Rac (E. J. Huang & Reichardt, 2003).

Figura 3-2. Unién de las Neurotrofinas a Receptores
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Con relacién a las vias de sefializacion por la unién de las NTs con p75N™R se incluyen: la

via de las Ceramidas (Dobrowsky, Werner, Castellino, Chao, & Hannun, 1994), el Factor
Nuclear kB (NF-kB)(Carter et al., 1996), Proteina Quinasa N (AKT) (Lessmann,
Gottmann, & Malcangio, 2003), Quinasas c-jun N-terminal (JNK) (Casaccia-Bonnefil,
Carter, Dobrowsky, & Chao, 1996), PI3K (Roux, Bhakar, Kennedy, & Barker, 2001),

MAPK (Volonté, Angelastro, & Greene, 1993), Cisteina Proteasas o Caspasas, Factor

Inducible por Hipoxia (HIF) (Le Moan, Houslay, Christian, Houslay, & Akassoglou, 2011)
Proteina Quinasa dependiente de AMP (PKA) y RHOA (Sachs et al., 2007). Se presenta
esqueméaticamente estas vias de sefializacion en la figura 3.3.
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Figura 3.3. Vias de Sefalizacion de NTs
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Fuente: (Longo & Massa, 2013)

3.1.4. Funciones de las NTs.

En concordancia con la “Hipdtesis Neurotréfica® propuesta por Levi- Montalcini y
Hamburger (1949) se ha afirmado convencionalmente que las NTs contribuyen al soporte
tréfico de diversas poblaciones de células nerviosas en el SN; en un sentido amplio, que
actlan sobre aspectos del desarrollo y la supervivencia neuronal. En la actualidad las
NTs se explican como moderadores de un extraordinario rango de funciones complejas
imposibles de generalizar debido a que su fisiologia se corresponde con la diversidad de
mecanismos de sintesis y secrecion, union a receptores, vias de activacion celular y la
respuesta a diversos estimulos (Bothwell, 2014; Kaplan & Miller, 2000; LeBmann &
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Brigadski, 2009; Lim et al., 2003).

Una forma de abordar la comprension de la actividad funcional de este grupo de
proteinas es a través de la descripcion de las funciones desencadenadas por las vias
activadas por sus receptores principales TrK y p75N™R, De esta manera se establece que
la union a los receptores TrK desencadena sefiales (via de las Quinasas) mediante las
cuales se regulan en el SN la supervivencia y diferenciacién celular, migracion y
crecimiento neuritico (Chao, 2003; E. J. Huang & Reichardt, 2003), procesos de
maduracién de las sinapsis neuronales y plasticidad neuronal (Park & Poo, 2013). Las
vias de activacion de P75N™R por tanto, se relacionan con procesos de supervivencia (via
NF-kB), regulacién de la proliferacién, inhibicion del crecimiento neuritico (por la
regulacion de la actividad de RHO) (Longo & Massa, 2013), progresion y migracion
celular (Hondermarck, 2012) y procesos de muerte neuronal mediados por la ausencia o
reduccion en la expresion de TrK con exposicion de altos niveles de p75 NTR haciendo a
la célula susceptible a la muerte celular apoptética a través de la produccion
incrementada de Ceramidas y la activacion de Quinasas (J M Conner & Tuszynski,
2009).

De otra parte la funcion de las proNTs no ha sido estudiada en detalle en humanos, pero
diversos estudios en modelos animales sugieren que pueden relacionarse con
mecanismos promotores de plasticidad sinaptica y morfologia neuronal (Hempstead,
2014) y en procesos proapoptoéticos durante el desarrollo (Jansen et al., 2007) y la vida
adulta como la pérdida neuronal por envejecimiento (Song, Volosin, Cragnolini,
Hempstead, & Friedman, 2010), muerte neuronal posterior a lesion (Tep et al., 2013),
procesos de apoptosis en células de diversos 6rganos como la piel y el sistema

cardiovascular y en la etiopatologia del cancer (Hondermarck, 2012).

El BDNF y su receptor TrkB es del grupo de las neurotrofinas descritas talvez la mas
abundante en el SNC, indicando su papel esencial en las funciones fundamentales de
regulador de la transmision sinptica. Su produccion y liberacién ha demostrado ser
dependiente en la modulacion de la actividad neuronal (Thoenen, 1991, 1995) asi mismo
se ha demostrado que el BDNF tiene la capacidad de cambiar las propiedades sinapticas

funcionales en el desarrollo y también en la promocion de la formacién de nuevas
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sinapsis en las neuronas maduras (Park & Poo, 2013). Ademés debido a sus efectos en
el crecimiento neuritico y en la diferenciacion de ciertos subtipos de neuronas el BDNF es
un fuerte candidato que puede transformar cambios funcionales dentro de cambios
estructurales durante el desarrollo o como consecuencia de cambios en la actividad
neuronal. (McAllister et al., 1997; Tanaka et al., 2008; Korte, 2008).

Otra funcién reportada de las NTs es la modulacién de la funcién sensitiva. Por ejemplo,
se atribuye al NGF y NT-3 la formacion de neuronas sensitivas durante el desarrollo y la
participacién en procesos de nocicepcién del adulto (Lewin, Lechner, & Smith, 2014;
Mendell, 1999) mientras que se ha relacionado la disminucion en la expresion de la NT-4
y sus receptores con déficit en la regulacion sensitiva por mecanorreceptores en

neuronas sensitivas vagales que inervan el tracto gastrointestinal (Schwartz, 2000).

Como se menciona en capitulos anteriores debido a estas caracteristicas funcionales,
las NTs han sido ampliamente relacionadas con multiples enfermedades
neurodegenerativas, en el sindrome metabdlico y en la fisiopatologia de la obesidad (G.
N. Chaldakov et al., 2001; Skledar et al., 2012).

3.1.5. Regulacion neurotrofica del peso corporal, balance

energético y obesidad.

La homedstasis energética definida como el equilibrio entre la regulacion de la ingesta
caldrica y el gasto energético es fundamental para la vida de un individuo, es regulada
por mecanismos a corto plazo que controlan la ingesta de alimentos basada en los
requerimientos nutricionales inmediatos y mecanismos a largo plazo que protegen la
reserva energética y el peso corporal (Dietrich & Horvath, 2009). NTs como BDNF, NT-3
y NT-4 han sido implicadas en los mecanismos que influencian la ingesta de alimentos
y el gasto caldrico y se han relacionado con la etiologia de la hiperfagia y el exceso de
peso (Rios, 2014).

Diversos estudios en roedores han determinado que mutaciones en el gen BDNF

desarrolla animales obesos, con marcados comportamientos hiperfagicos (Kernie, Liebl,
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& Parada, 2000), preferencia al consumo de dieta rica en grasas e incremento en el
namero de comidas consumidas (Fox & Byerly, 2004). Asi mismo, la disminucién en la
expresion de TrKB conlleva a comportamientos relacionados con excesiva alimentacion
(Xu et al., 2003) indicando el importante papel de esta neurotrofina en el control del
apetito (Mason, Lobo, Parada, & Lutter, 2013). Estos animales con mutaciones
genéticas del BDNF o de su receptor TrKB desarrollan aspectos caracteristicos del
sindrome metabdlico que incluyen: la resistencia a la insulina y la leptina, dislipidemia e
hiperglicemia (Kernie et al., 2000; Rios et al., 2001). En contraste, la aplicacion exdgena
intraventricular de BDNF mitiga la ganancia de peso (Pelleymounter et al., 1995) y

mejora el metabolismo de la glucosa (Nakagawa et al., 2002).

En humanos los hallazgos complementan estos planteamientos, Investigadores
reportaron una mutacion del gen TrKB que afecta la activacion de MAPK inducida por
BDNF en un individuo con hiperfagia y obesidad severa (Yeo et al., 2004). Diversos
estudios genéticos y poblacionales como el de Speliotes (2010) con 250.000 individuos
obesos, relacionan polimorfismos y variantes genéticas del gen BDNF con la ocurrencia
de obesidad, estableciendo la deficiencia de esta NT como una de las causas que
explican la obesidad humana (Skledar et al., 2012; Speliotes et al., 2010; Sustar, Nikolac
Perkovic, Nedic Erjavec, Svob Strac, & Pivac, 2016; Zegers et al., 2014).

Con respecto a los mecanismos celulares y moleculares propuestos en la explicacion
del papel del BDNF en la regulacion energética y el peso corporal se proponen
elementos de regulacion central de la saciedad y el gasto cal6rico por medio de la
expresion de BDNF en poblaciones neuronales hipotalamicas especialmente en
nucleos responsables de la regulacién del apetito como el nacleo ventromedial del
hipotalamo (VMT) y el nicleo paraventricular (PVN) (Unger, Calderon, Bradley, Sena-
Esteves, & Rios, 2007; Xu et al., 2003) a través de la regulacion del consumo/gasto
energético por via hormonal de la Leptina (principal hormona adipostatica), efecto

mediado por la via de las Quinasas (Komori, Morikawa, Nanjo, & Senba, 2006).

También se propone la influencia del BDNF sobre células diana en tejidos no nerviosos
como higado, masculo y pancreas sugiriendo un patrén de soporte neurotréfico en la

inervacion autondmica del tejido y la participacion en procesos de homedstasis de la
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glucosa via incremento de la sensibilidad a la insulina (Tonra et al., 1999; Tsuchida et
al., 2002), regulacion del gasto energético por la actividad locomotora y regulacion del
metabolismo/acumulacion de lipidos en estos tejidos (Garcia-Suérez et al., 2006; Rios,
2014).

Con respecto al rol de otras NTs como la NT-3 y NT-4 se establece que desempefian
un rol significativo pero no esencial en el control del peso corporal y la ingesta calorica.
Los hallazgos experimentales son controversiales, con respecto a NT-3/TrkC se afirma
gue no juegan un papel esencial en el balance energético, pues su deplecion central en
modelos animales no reporta modificaciones en el peso corporal (Dierssen et al., 2006)
mientras que alteraciones en el gen TrKC estdn asociadas significativamente con

desdrdenes de alimentacién en humanos (Mercader et al., 2008).

Por otra parte, la aplicacion exdgena intraventricular de NT-4 tiene la capacidad de
mitigar la hiperfagia y el exceso de peso en ratas con deleccion de la expresion génica
del BDNF (Kernie et al., 2000) y en roedores con obesidad secundaria a
hiperalimentacion (Tsao et al.,, 2008). Se ha demostrado que induce anorexia
independientemente de la funcion de la leptina (Tsao et al., 2008) y otros mecanismos
reportados se relacionan con la regulacion de los mecanorreceptores del tracto

gastrointestinal y su influencia en la sensacion de saciedad (Schwartz, 2000).

Recientemente se ha probado que las NTs tienen efectos metabotrépicos y que tienen
parte en el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Hristova, 2013). Ademas la evidencia
demuestra que el BDNF esté involucrado en multiples enfermedades inflamatorias como:
hipertension, estado crénico inflamatorio, resistencia a la insulina, obesidad tipo 2,
diabetes y sindrome metabdlico (Cai, 2013; W. Liu et al., 2016). En este caso es
plausible considerar que el déficit de NTs podria jugar un rol significativo en la patogenia

y el desarrollo de manifestaciones en estados generalizados del sindrome metabdlico.
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3.1.6. NTs y ejercicio

Se ha documentado ampliamente mediante estudios clinicos y experimentales que el
ejercicio fisico tiene un impacto potencial sobre la salud cerebral, bajo el postulado que
incrementa la disponibilidad cerebral de factores de crecimiento que modulan la funcién
(Cotman, Berchtold, & Christie, 2007). Por otra parte, se reconoce ampliamente que los
factores de crecimiento son modificadores clave de la estructura y la funcion de las redes
neuronales como mecanismo secundario a la practica de ejercicio (Ying et al., 2003)

El cuerpo de evidencia desde estudios animales (F. Gomez-Pinilla, Ying, Opazo, Roy, &
Edgerton, 2001; Fernando Go6mez-Pinilla, Ying, Roy, Molteni, & Edgerton, 2002),
intervenciones en poblacion humana (Dinoff et al., 2016; Hamer & Chida, 2009; Wagner
et al., 2015) y estudios observacionales en poblaciones jovenes y mayores (Colcombe et
al., 2004; Gordon et al., 2008; Voss et al., 2010) reforzando la nocién que hay una fuerte
asociacion entre el estilo de vida y la funcion neuronal (Douw, Nieboer, van Dijk, Stam, &
Twisk, 2014) independiente de los niveles de adiposidad o del peso corporal (Kaur et al.,
2016).

Evidencia sustancial indica que el incremento del ejercicio fisico puede ser benéfico en el
mantenimiento y en la mejoria de la funcion nerviosa posterior a una lesion o patologia
(Hedayatpour & Falla, 2015; Schulkin, 2016). De igual manera hay rica evidencia acerca
gue el ejercicio mejora tanto la cognicién (Roig, Nordbrandt, Geertsen, & Nielsen, 2013)
como el estado de animo (Josefsson, Lindwall, & Archer, 2014) con reportes que
sugieren que la actividad de las NTs puede mediar estos efectos (T. Huang, Larsen,
Ried- Larsen, Mgller, & Andersen, 2014b).

El mecanismo de como el ejercicio impacta la funcién neuronal en los niveles celular y
molecular es aun inexplorada (LLorens-Martin, Torres-Aleman, & Trejo, 2009; van Praag,
Fleshner, Schwartz, & Mattson, 2014) Aunque se describen varias vias moleculares que
posiblemente expliquen el impacto del ejercicio fisico sobre la funcién neural que
incluyen: (i) incremento de los niveles de neurotrofinas como BDNF, nerve growth factor,
neurotrophin-3  (NT-3), neurotrophin-4 (NT-4), (ii) optimizacion de respuestas

neuroendocrinas Yy fisiolégicas a estresores fisicos y psicosociales, (iii) promocion de un
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estado anti-inflamatorio y (iv) mejoria de la estructura cerebral y la funcién cognitiva
(Fragala et al., 2011; Gleeson et al., 2011, Li & He, 2009; Szuhany et al., 2015)

De forma inversa, los adultos con sobrepeso pueden presentar alteraciones en la funcion
ejecutiva , la cual se normaliza luego de un programa de ejercicio de 6 meses
(McFadden, Cornier, Melanson, Bechtell, & Tregellas, 2013). El importante papel de la
funcién ejecutiva en la relacion entre ejercicio fisico y cognicién fue confirmado por Voss
y cols. (Voss et al., 2010) mostrando que la asociacién entre ejercicio y conectividad
neuronal esta relacionada con la produccién de factores de crecimiento como BDNF,
Factor de Crecimiento Similar a la Insulina Tipo 1 (IGF-1) y Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF), los cuales son marcadores de neuroplasticidad. En
humanos varias revisiones sistematicas (Cassilhas, Tufik, & de Mello, 2016; Hétting &
Roder, 2013) y estudios experimentales (Colcombe et al., 2004; Hamer & Chida, 2009;
Seifert et al., 2010; Wagner et al., 2015) que comparan el efecto del ejercicio fisico
Versus un grupo control con tratamiento convencional han reportado incremento en la
funcién cognitiva posterior al ejercicio. Otros estudios no reportan cambios en la esfera
cognitiva causados por el incremento de niveles plasméticos de NTs en hombres y
adolescentes con sobrepeso (Araya, Orellana, Godoy, Soto, & Fiedler, 2013a; Corripio et
al., 2012)

Estudios previos en humanos han reportado mejoria de la estructura y la funcion
neuronal en diversas patologias como la enfermedad de Alzheimer (Siegel & Chauhan,
2000; Yang et al., 2015; Yu et al., 2014) y Parkinson (da Silva et al., 2016; Nimwegen et
al., 2011; Siegel & Chauhan, 2000) mediante la potenciacion de neuroplasticidad por la
expresion de factores de crecimiento mediados por el entrenamiento supervisado. De
forma interesante, el ejercicio regular es una estrategia efectiva para combatir el déficit
cognitivo y tambien mejora el fitness cardiovascular, la composicion corporal y la salud
metabdlica del masculo esquelético (Cassilhas et al., 2016; Seifert et al., 2010). Sobre la
base de estos hallazgos se plantea que el enfoque de la duracion del ejercicio puede no
ser requisito necesario para el mejoramiento de la salud; los argumentos para no
incluirse en un programa de ejercicio regular son numerosos y complejos, citandose
como una barrera importante en la implementacién del ejercicio como un tratamiento

efectivo en multiples condiciones (Robinson Ramirez-Vélez et al., 2014)
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Quiza el desarrollo de programas de corta duracion con protocolos de alta intensidad
pueda ser una estrategia efectiva en la mejoria de la condicion fisica de la poblacion. El
entrenamiento de Alta Intensidad por Intervalos (HIIT por sus siglas en ingles) que
consiste en pulsos cortos de ejercicio intenso separado por periodos de recuperacion, ha
demostrado la induccion de numerosas adaptaciones metabdlicas y de salud que
asemejan el entrenamiento de alto volumen de Resistencia Progresiva (RT) (M. Gibala,
2009). Esto parece aclarar la eficacia de la intensidad del ejercicio mas que la duracion
en la mediacion de adaptaciones fisioldgicas al entrenamiento (M. J. Gibala, Little, &
Macdonald, 2012)

Hay pocos ensayos clinicos controlados que comparen directamente los efectos del
entrenamiento de RT, HIIT o la combinacion de los dos (HIIT+PRT) como efectivo o mas
efectivo en el mejoramiento de la salud cardiovascular y cerebral en adultos. A pesar que
las guias de salud publica recomiendan que los adultos acumulen al menos 150 minutos
de actividad moderada o vigorosa por semana (Warburton & Bredin, 2016) el 53% de los
colombianos no conocen este minimo recomendado (Fonseca-Centeno et al., 2011)

Tres estudios recientes investigaron el efecto de modelos de HIIT sobre el SN por medio
de la evaluacion de la activacion relacionada con BDNF: Saucedo-Marquez y cols.,
demostraron que un protocolo de ejercicio continuo al 70 % de la tasa maxima de trabajo
y un protocolo de HIT al 90% de la tasa maxima de trabajo por periodos de 1 minuto,
alternando con un minuto de descanso (ambos protocolos por 20 minutos) incrementaron
los niveles de BDNF comparado con una condicion de reposo (P = 0.04; HIIT P < 0.001)
en 8 hombres activos (28 + 5 afios) después de una sesidn Unica de ejercicio (Saucedo
Marquez, Vanaudenaerde, Troosters, & Wenderoth, 2015). Tonoli y cols., mostraron que
una sesion combinada de HIIT (10 x [60 s 90% Wmax, 60 s 50 W]) y el ejercicio continuo
(22 min, 70% VO:max) incrementaron los niveles séricos de BDNF e IGF-1 en 10

participantes con diabetes tipo 1 (Tonoli et al., 2015).

Recientemente Afzalpour y cols., compararon los efectos de 6 semanas de HIIT y
regimenes de entrenamiento continuo sobre BDNF, glial cell line-derived neurotrophic

factor (GDNF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en cerebros de ratas. Estos



Efecto de Diferentes Intervenciones de Ejercicio Fisico Agudo Sobre Niveles 25
Plasméaticos de BDNF, NT-3 y NT-4 en Adultos con Sobrepeso

autores mostraron que tanto el HIIT como el entrenamiento continuo incrementaron las
concentraciones del BDNF y de GDNF significativamente, con mayor incremento en el
grupo que practico HIIT comparado con el entrenamiento continuo (Afzalpour,
Chadorneshin, Foadoddini, & Eivari, 2015). Estos estudios preliminares son promisorios y
sugieren que 15 a 30 minutos de ejercicio pueden ser suficientes para mantener o
mejorar la salud neuroldgica y la condicién aerobica si el ejercicio es ejecutado en altas

intensidades.

Las NTs tienen potencial biolégico que sirve como blanco terapéutico para la prevencion
primaria y secundaria del riesgo cardiometabdlico y en la neurodegeneracién cerebral en
estadios clinicos y subclinicos. Sin embargo si los protocolos de HIIT o RT son efectivos
en el incremento de los niveles de factores neurotréficos y su potencial sobre la salud

cerebral se desconoce aun.

3.2 Biosensores: Plasmoén de Resonancia de Superficie

El método biosensor por Resonancia de Plasmén de Superficie (SPR) es una técnica
nanobiosensora altamente sensible, que mide cuantitativamente los eventos de
interaccion de biomoléculas en tiempo real, sin requerir la marcacion de las moléculas
gue interactian (Liedberg, Nylander, & Lunstrém, 1983; Vachali, Li, Bartschi, & Bernstein,
2015). Esta tecnologia es ampliamente usada en campos como la ingenieria
farmacéutica, andlisis de alimentos, caracterizacion de antigenos-anticuerpos y en
ciencias basicas en especial en la cuantificaciébn de interacciones proteina-proteina y
proteina-moléculas pequefias (Piliarik, Vaisocherova, & Homola, 2009); pero el andlisis
de interaccion biomolecular no se limita solamente a las proteinas, por medio de esta
metodologia es posible medir también interacciones entre ADN- ADN, ADN-proteinas,
lipidos-proteinas, sistemas hibridos de biomoléculas y superficies no biolégicas
(Marquart, 2017).

El principio de la SPR se basa en la medicion Optica de los cambios en el indice de

refraccion que ocurren cuando las moléculas interactian sobre una superficie de
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detecciébn que por lo general estd conformada por una delgada ldmina de metal
(Marquart, 2017), permitiendo la medicion de la interaccion analito-ligando, facilitando la
evaluacion de enlaces, cinética molecular, afinidad, especificidad y concentracion con
alta sensibilidad. Este principio de deteccion es sensible a cambios en el indice de
refraccion dentro de aproximadamente 150 nm desde la superficie del sensor. (Pattnaik,

2005; Thillaivinayagalingam, Gommeaux, McLoughlin, Collins, & Newcombe, 2010)

El sistema optico tiene un disefio que involucra un prisma de vidrio con altas cualidades
Opticas que le son proporcionadas por un arreglo de fotodiodos. Cuando la luz es
reflejada desde la superficie sensora, la transferencia de energia entre la luz y los
electrones de la superficie de deteccién (compuesta por una lamina de oro) excitan la

superficie y generan electrones oscilantes denominados plasmones (Vachali et al., 2015).

El campo eléctrico descrito se afecta por las moléculas que establecen uniones con la
superficie sensora haciendo que el indice de refraccion cambie, lo cual a su vez cambia
el angulo de la luz reflejada debido a los cambios de las ondas plasménicas. Este cambio
en el angulo del SPR es detectado por un arreglo de fotodiodos y la sefial es expresada
en unidades arbitrarias como unidad de respuesta o unidad de resonancia (RU) (Biacore
AB, 1994), la cual es directamente proporcional al total de masa de los ligandos y

equivale frecuentemente a 1 picogramo por milimetro cuadrado (Vachali et al., 2015).

Un experimento tipico en biosensor por SPR requiere los siguientes componentes
(Biacore AB, 1994; Marquart, 2017):

e Superficie sensora: que actua como chip sensor, funcionalizada con una
superficie quimica adecuada para unir una biomolécula o un compuesto quimico.

e Agente 1 (biomolécula): que se inmoviliza a través de uniones que establece con
la superficie del chip sensor denominado ligando.

e Agente 2 (biomolécula): que fluye a través de la superficie del chip sensor
denominado analito.

e Buffer: que fluye a través de la superficie del sensor que se conoce como buffer
de corrida o ejecucion.

e Transductor de la sefial: encargado de registrar la sefial de cambio de las RU en
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el tiempo y expresar estos cambios graficamente mediante un software.

Los componentes de un experimento en SPR se esquematizan en la Figura 3-4.

Los métodos reportados para la inmovilizacion del ligando en la superficie sensora
involucran metodologias directas e indirectas que promueven la derivatizacion covalente
como el acoplamiento de amina o la modificacién de tiol o aldheido. En el método directo
de acoplamiento de amina se requiere la utilizacién de una molécula de ligando con una
alta pureza (deseable que sea superior al 95%) la cual es inmovilizada sobre la superficie
del chip previamente tratada con una solucibn de NHS / EDC (0,05 M N-
hidroxisuccinimida / 0,2 M N-etil-N '- (dimetilaminopropil) carbodiimida) promoviendo la
funcionalizacion a través de la activacion de sus grupos carboxilo para formar ésteres de

N-hidroxi-succinimia (Vachali et al., 2015).

Los grupos carboxilo activados, reaccionaran con el extremo N del grupo €-amino de
lisina formando enlaces covalentes con la proteina de interés y de esta manera
detectando la presencia de la proteina diluida en el buffer de ejecucién. Los ésteres de
NHS que no reaccionan se desactivan mediante la accién de etanolamina 1 M (Marquart,
2008; Piliarik et al., 2009)

Como lo describe Vachali y cols: “en un andlisis tipico de SPR, un analito de interés pasa
sobre la superficie del sensor ligada al ligando a un caudal de 10-100 pl / min. Se
preparan diferentes intervalos de concentracién de analito en diluciones en serie que

cubren el intervalo de unién de equilibrio de la interaccion” (Vachali et al., 2015). De esta
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Figura 3.4. Componentes de un experimento en SPR.
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manera la muestra que contiene el analito en la solucion de buffer es inyectada para
promover todo el proceso descrito sobre la superficie de deteccion. La sefial de cambio
(indice de refraccion) es cuantificada en RU y determinada en funcién del tiempo, de esta
manera es transducida y expresada de forma grafica por un software proporcionado por

el dispositivo, mediante una grafica denominada sensograma.

La tecnologia de SPR presenta ventajas en la cuantificacién de proteinas que se derivan
de su alta sensibilidad, especificidad y determinacién en tiempo real. Su aplicacion en el
campo de la investigacibn en NTs y sus receptores es relativamente reciente con
escasos reportes en la literatura (Kennedy et al.,, 2016; X. Liu et al., 2014; Sheffield,
Kennedy, Scott, & Ross, 2016; Sheffield, Vohra, Scott, & Ross, 2016) planteando un

campo de aplicacién promisorio.
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4. Metodologia
4.1 Tipo y diseno del estudio:

Ensayo clinico controlado, aleatorizado, simple ciego. Registrado en ClinicalTrials.gov
(National Institutes of Health; USA) con el nimero de registro NCT02915913 del 22 de
Septiembre de 2016 y aprobacion por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia mediante acta No. 018-223-16 del 13 de Octubre de
2016.

4.2. Célculo de la muestra:

Para calcular el tamafio de muestra necesario, se hizo uso de la formula para la

comparacion de dos medios:
n=[A+B]2x2xSD2/DIFF2

Doénde: n = el tamafio de muestra requerido en cada grupo, SD = desviacion estandar de
la variable de resultado, y DIFF = tamafio de la diferencia deseada entre los grupos. Ay

B dependen del nivel de significancia y potencia deseadas, respectivamente.

Utilizando las estimaciones obtenidas a partir de la literatura del estudio realizado por
Araya y cols., en el 2013 (Araya, Orellana, Godoy, Soto, & Fiedler, 2013b) y el estudio
realizado por Mueller y cols., en el 2015 (Mueller et al., 2015) el tamafio de la muestra fue
estimada a 12 sujetos en cada grupo (n=48); suponiendo una tasa de abandono del 15%
se sobreestimo la poblacién a 14 individuos por brazo del estudio y una muestra de 56
individuos (n=56). Lo anterior para llegar a una potencia del 80%, detectando una
diferencia en las medias en el BDNF del 4% después del entrenamiento agudo,
asumiendo una Desviacion Estandar (DE) de 1,2 usando un test t de dos muestras con

un nivel de significacion de 0,05 a doble cara.
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4.3. Fase Clinica

4.3.1. Vinculacion y Seleccion de la Poblacién

Previa aprobacion del protocolo de investigacion por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional (Acta No. 018-223-16) se hizo el reclutamiento

voluntario de la poblacion a través de convocatoria abierta.

La estrategia de reclutamiento incluyé el disefio de un logotipo del estudio, afiches,
pancartas y volantes como material publicitario (Anexos Ay B) y la estructuracion de una
encuesta digital mediante la herramienta web SurveyMonkey® (“SurveyMonkey,” 1999).
Posteriormente se hizo divulgacion del material a través de redes sociales y en las
facultades de ciencias de la salud e ingenieria de cuatro universidades de la ciudad de
Bogota-Colombia, mediante autorizacion de las divisiones de bienestar universitario,

comprendiendo el periodo de octubre a diciembre del afio 2016.

La segunda fase de reclutamiento se desarroll6 entre los meses de enero a marzo del
aflo 2017 y se extendio a la divulgacion en el programa de ciclovia de la ciudad de
Bogota mediante convenio temporal con el Instituto Distrital de Recreacion y Deporte
(IDRD).

Para la seleccién de la poblacion se establecieron como criterios: género masculino,
edad entre 18-30 afios, clasificacion como inactivo (no participacion en ejercicio
supervisado mas de una vez por semana durante los ultimos 6 meses, de acuerdo con el
“International Physical Activity Questionnaire” (IPAQ) calificacion < 600 MET min/sem)
(Sjostram et al., 2009), obesidad abdominal con circunferencia de cintura >a 90 cm o
exceso de peso por indice de Masa Corporal (IMC) = 25 hasta < 35 kg/m2 (OMS). Los
voluntarios que cumplieron con los criterios de inclusion y que manifestaron interés en
participar en el estudio fueron inscritos mediante un formato, contactados

telefénicamente y citados a una sesion de entrevista personal y valoracion fisica.

Tanto la entrevista, como los procedimientos de valoracion e intervencion se

desarrollaron en las instalaciones del Centro de Estudios para la Medicion de la Actividad
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Fisica (CEMA) de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad del
Rosario en la ciudad de Bogota- Colombia.

En la entrevista se explicaron los objetivos, metodologia, procedimientos, beneficios,
riesgos y complicaciones del estudio y mediante anamnesis se indagaron: antecedentes,
hébitos de actividad fisica/alimentacion, indicacion/contraindicacion para la ejecuciéon de
ejercicio y verificacion de los criterios de inclusion y exclusion. Se insto a los individuos a
la lectura completa del consentimiento informado (Anexo C), brindando el espacio para
hacer preguntas y aclarar dudas solicitando posteriormente la autorizacion expresa

mediante la firma del documento.

El riesgo fue minimizado mediante la exclusion de individuos con contraindicaciones para
la evaluacion y el entrenamiento fisico, verificandose por la historia de salud y un examen
fisico sencillo consistente en la toma de signos vitales, talla, peso y célculo del IMC. Los
criterios de inclusion y exclusién se presentan en la Tabla No 5-1.

Tabla 4-1. Criterios de Inclusidon/Exclusién

Criterios de Inclusién Criterios de Exclusion

Pérdida o ganancia de peso (>10% del peso

corporal) en los Ultimos 6 meses sin explicacién
Obesidad central. alguna.

Circunferencia de cintura 290cm 0 Hipertensién no controlada: presién sistélica 160

exceso de peso: indice de masa corporal  ymHg o diastélica 95 mmHg con o sin tratamiento.
IMC 2 25 a < 35 kg/m?

Ingesta frecuente de medicacién para suprimir o
estimular el apetito

Inactividad Fisica Actividad Fisica (> 150 min actividad fisica
programada por semana).

No participacion en ejercicio supervisado
mas de una vez por semana durante los
ultimos 6 meses, de acuerdo con el
“International Physical Activity
Questionnaire” (IPAQ)



Efecto de Diferentes Intervenciones de Ejercicio Fisico Agudo Sobre Niveles 33
Plasméaticos de BDNF, NT-3 y NT-4 en Adultos con Sobrepeso

Firma del consentimiento informado Infecciones sistémicas
Interes en participar en el estudio y Enfermedades gastrointestinales, incluyendo
mejorar la condicion fisica hepatitis crénica o cirrhosis, episodios de hepatitis

0 pancreatitis durante el ultimo afio, enfermedad
inflamatoria  intestinal que haya requerido
tratamiento durante el ultimo afo. Cirugia
abdominal reciente (apendiceptomia,
colecistectomia, entre otras)

Diabetes (Tipo | o II), intolerancia al consumo oral
de glucosa (118 mg/dL), o uso de medicamentos
hipoglicemiantes

Enfermedades neurodegenerativas

Desoérdenes psiquiatricos

Asma

Uso de medicamentos antidepresivos, esteroides o
suplementos hormonales con dosis cambiantes en
los ultimos 6 meses.

Indicacién de no ejecucién del protocolo de
ejercicio (Physical Activity Readiness.
Questionnaire, PARQ).

Cualquier otra condicion en la cual, en la opinién de
los investigadores pudiera afectar de forma
adversa el desarrollo del ensayo

Fuente: Autora

4.3.2. Medicion de lalinea de base

Los individuos que cumplieron la totalidad de los criterios de inclusion fueron evaluados
para determinar la condicion fisica mediante pruebas de esfuerzo cardiovascular, de

resistencia y desempefio muscular, cuya finalidad fue la dosificacién individualizada del
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programa de ejercicio. Para la ejecucidon de las pruebas se solicitd a los participantes
presentarse en las instalaciones del CEMA a una sesion Unica de valoracion de 90
minutos de duracion (lunes a domingo en horas de la mafana), en ropa y calzado
deportivo, con disponibilidad de tiempo y consumo de alimentos con un minimo de 1 hora

antes de la citacion.

La prueba de esfuerzo se realizdé sobre banda caminadora segun el protocolo de Bruce
modificado (Bruce, 1971; Bruce, Blackmon, Jones, & Strait, 1963) con aumento
progresivo de la velocidad y la inclinacion hasta alcanzar el maximo esfuerzo percibido
por el individuo, controlando la respuesta cardiaca con monitor cardiaco (Cardiac
Frecuency Sensor H7; Polar® USA) supervisando la tolerancia al esfuerzo mediante la

aplicacion de la escala modificada de Borg (Borg, 1990).

La fuerza prensil fue evaluada usando un dinamdémetro manual ajustable de marca
Takey® (Digital Grip Strength Dynamometer Model T.K.K.540; Takei Scientific
Instruments Co., Ltd, Niigata, Japan). Mediante una demostracion previa, los individuos
fueron instruidos para realizar la prueba en posicidn bipeda con los miembros superiores
en aduccién, rotacidon neutra, paralelos sin contacto con el cuerpo, ejecutando una
prensién manual maxima durante 3- 5 segundos en dos intentos alternados por cada
miembro. (Pacheco-Herrera, Ramirez-Vélez, & Correa-Bautista, 2016; Ramirez-Velez et
al., 2017)

La evaluacion de potencia muscular de miembros inferiores se realizé mediante el salto
de longitud vertical y horizontal a pies juntos, determinando la maxima distancia
alcanzada durante dos intentos consecutivos. Se registré la distancia recorrida desde el
despegue de los dos pies con cinta métrica para el salto horizontal (Cinta métrica 30-797
Stanley® Black and Decker, USA) y cinturén para el vertical (T.K.K.5406 JUMP MD®
Takei Scientific Instruments Co., Ltd, Niigata, Japan) (Elizondo & Rojas, 2001).Todas las
pruebas de fuerza prensil y salto se realizaron por duplicado y se registr6 el promedio de

las dos evaluaciones.

La fuerza dindmica se evalu6 mediante la prueba de Resistencia Maxima (RM)
verificando la cantidad maxima de peso que el individuo consiguié movilizar en un ciclo
completo de movimiento durante la ejecucion de 10 repeticiones de ejercicios alternados

(10RM) de los principales grupos musculares de miembros superiores e inferiores (Brown
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& Weir, 2001). Los ejercicios se ejecutaron con carga a tolerancia con kit standard de
discos, barras y mancuernas encauchetadas (SportFitness®; Medellin, Colombia)

Las variables antropométricas fueron medidas entre las 6:00 am y las 8:00 am previa
verificacion de ayuno, evacuacion intestinal y miccion matutinas. El peso y la
composicion corporal (IMC, % grasa, % hidratacion, masa magra) fueron medidos
mediante procedimientos estandarizados de analisis por impedancia bioeléctrica de 8
puntos con analizador médico de composicion corporal (SECA® mBCA 515; Hamburgo,
Alemania) y la talla con plataforma mecénica en estadiometro inalambrico (SECA® 274,
Hamburgo, Alemania).

La circunferencia de cintura (CC) se determin6 como medida de la concentracion de la
grasa abdominal y predictor del riesgo cardiovascular, tomada en el punto medio entre el
borde costal inferior (10° costilla) y la cresta iliaca al final de una espiracién normal y
registrada con cinta métrica antropométrica (Ohaus® 8004-MA, Parsippany, NJ, EEUU)
(Moreno Gonzalez, 2010)

La presion arterial y la frecuencia cardiaca fueron obtenidas utilizando un dispositivo
oscilo-métrico electrénico (Modelo Riester Ri-Champion, Jungingen, Alemania) con el
individuo en reposo, en posicion sedente, espalda apoyada y los pies soportados en el
piso. Las mediciones se realizaron por duplicado con un intervalo de 10 minutos entre

cada una.

4.3.3. Métodos de Cegamiento y Aleatorizacion

Posterior a completar las mediciones de linea de base los participantes elegibles fueron
asignados de forma aleatoria a los grupos de intervencion y control. La aleatorizacion se
realizo mediante cuatro bloques por generacion automatica con el software
Randomization® y fue conducida de forma independiente usando sobres opacos y

detallando los procedimientos en el manual de operaciones del estudio.

La coordinacién de la secuencia de asignacion y aleatorizacion fue realizada por personal
del CEMA de la Universidad Del Rosario. Todos los participantes y el personal del

estudio (incluyendo investigadores y estadistico) fueron cegados a la asignacion del
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tratamiento a lo largo del todo el protocolo del ensayo; el acceso al cédigo de asignacién
fue restringido a un profesional de apoyo quien no particip6é del proceso de andlisis final
de los resultados. La importancia de mantener el cegamiento fue reforzada mediante

reuniones frecuentes con la totalidad del equipo investigador y el personal de apoyo.

4.3.4. Intervencion

Todos los participantes que culminaron con éxito el protocolo de evaluacion de la linea
de base fueron citados a una sesion de intervencion en las instalaciones del CEMA en el
horario de 6:00 a 8:00 am. Se les solicité presentarse en ropa y calzado deportivo, no
ingerir bebidas alcohdlicas, ni consumir sustancias psicoactivas o tabaco (minimo 24
horas), suefio adecuado (minimo 8 horas) y presentarse en ayuno nocturno (minimo 8
horas) para la toma de muestras sanguineas. Las condiciones fueron verificadas por el

personal de apoyo mediante lista de chequeo.

Cada uno de los voluntarios fue asignado a los grupos control o intervencion siguiendo
los procedimientos de aleatorizaciébn descritos. La intervencion siguié el protocolo
publicado por Ramirez-Velez y colaboradores (Robinson Ramirez-Vélez et al., 2016b)
con adaptaciones para ejercicio agudo y fue direccionado por personal especializado del
CEMA bajo supervision de la investigadora principal manteniendo el protocolo de
cegamiento. Los grupos fueron distribuidos de la siguiente manera: Control no
ejercitador, (GC); Ejercicio de Alta Intensidad por Intervalos (HIIT); Entrenamiento de
Resistencia Progresiva (RT) y Protocolo de Ejercicio Combinado (HIT + RT).

= Grupo Control No Ejercitador (GC): Los participantes del grupo control no realizaron
ningun régimen especifico de entrenamiento en ejercicio y se verificod la no ejecucion
de ejercicio fisico previo a la intervencion mediante el cuestionario de IPAQ (Sjostram
et al., 2009). Posterior a la toma de la primera muestra sanguinea asistieron a una
consejeria con un miembro del equipo investigador sobre los beneficios de la practica
de ejercicio fisico, la actividad tuvo una duracion de 90 minutos y posterior a su

finalizacion se procedié con la segunda toma de sangre y la ingesta de alimentos.
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= Grupo de Ejercicio de Alta Intensidad por Intervalos (HIIT): Los individuos
participantes de este grupo realizaron ejercicio de caminata rapida o trote a velocidad
en caminadora estatica con superficie inclinada hasta alcanzar la intensidad objetivo.
Se calcul6 el gasto energético del entrenamiento para los rangos de edad de los
participantes cumpliendo las recomendaciones del consenso de salud publica de la
Organizacion Mundial de la Salud (“WHO | Diet and physical activity,” 2017) y el
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos (US Department

of Health and Human Services., 2017)

La meta de entrenamiento del grupo HIIT fue la ejecucién de una sesion de ejercicio
en intervalos de 4X4 minutos al 85-95% de la FCMax (con la zona objetivo mantenida
por al menos 2 minutos) iniciando con un calentamiento de 5 minutos y finalizando
con periodo de recuperacion de 4 minutos al 65% de la FCMax, con un tiempo
promedio de ejercicio de 35-45 minutos, estimando como objetivo el gasto calorico de
500 Kcal el cual fue restringido a la tolerancia del esfuerzo percibido por el individuo.
Para la determinacion del gasto cal6rico se hizo uso de formulas mateméticas
(Frankenfield, Roth-Yousey, & Compher, 2005) que fueron contrastadas con una
muestra aleatoria del 10% del grupo al que se le realiz6 calorimetria indirecta por
espirometria usando el equipo K5® (COSMED; USA) y estableciendo la equivalencia
de la estimacién (Vandarakis, Salacinski, & Broeder, 2013).

Durante la intervencién supervisada, se registré la frecuencia cardiaca (FC) usando un
monitor de FC (Polar Pacer, USA) para asegurar el cumplimiento del estimulo de
ejercicio en la zona predeterminada. Para controlar la tolerancia al ejercicio durante la
sesién se aplicé la escala de esfuerzo de Borg. Se esquematiza el protocolo de

intervencion en la Figura 4-1.
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Figura 4-1. Protocolo de ejercicio HIIT

4 x 4 min al 85-95% de la FC Max caminando/trotando en superficie inclinada

4:00

]

Vi RN 33
STS

4:00 4:00

3@ 3

5:00 4:00 4:00 400 |

4 min caminando al 65% de |la FC Max Vuelta a la calma

Calentamiento

Fuente: (Robinson Ramirez-Vélez et al., 2016b)

Grupo de Entrenamiento en Resistencia Progresiva (RT): La sesion de
entrenamiento de este grupo estuvo compuesta por una serie de 25 repeticiones
de 8 ejercicios para grupos musculares de miembros superiores e inferiores, 60
segundos de recuperacion al 30% de la FC Max promoviendo un gasto calérico

de 500 kcal.

El protocolo de entrenamiento se ejecutdé al 40-80% de una RM, 4 X 20-30
repeticiones. Fueron planificados 5 ejercicios para miembros superiores que
incluyeron: curl de biceps (flexion de codo), curl de triceps (extension de codo)
dumbbell side lateral raise (vuelos laterales: abduccion bilateral de hombro),
dumbbell side frontal raise (vuelos frontales: flexo-extensién de hombro) press
militar (flexo-extension de hombro/codo) y tres ejercicios de miembros inferiores:

dumbbell squat (sentadilla: flexo-extension de miembros inferiores), dumbbell
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front lunge (tijera anterior: flexo-extension de miembros inferiores), y dumbbell

side lunge (tijera lateral: flexo-extensién de miembros inferiores).

La FC y la percepcion de esfuerzo mediante la escala de Borg fueron
monitorizados durante toda la sesion de ejercicio. Antes y después de la
ejecucion de los ejercicios los individuos ejecutaron calentamiento y recuperacion
de 10 minutos de duracion cada uno consistente en caminata y ejercicios de
estiramiento para miembros superiores e inferiores. La dosificacion del ejercicio
fue individualizada y se basé en los resultados de la pruebas fisicas aplicadas en

la medicién de la linea de base. Figura 4-2.

Figura 4-2. Protocolo de Entrenamiento en Resistencia.

B.

Fuente: (Robinson Ramirez-Vélez et al., 2016b)
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= Grupo de Entrenamiento en Ejercicio Combinado (EAII+ERP): Este grupo recibio
como intervencion la combinacion de los dos protocolos descritos anteriormente.
Por lo tanto, el gasto energético asociado con el entrenamiento fisico prescrito se
estimo entre 300-500 kcal/sesion. La ejecucion del entrenamiento fue 100%
supervisado por personal del estudio para verificar el cumplimiento de la FC
objetivo y el gasto enérgetico, este ultimo estimado mediante calorimetria
indirecta usando el sistema de medicibn metabdlica proporcionado por el equipo
portable Cosmed K5 b? (Cosmed®; Roma, ltalia). Para minimizar la fatiga y
ocurrencia de lesiones se ejecutd incremento gradual de la carga y se verificd la

tolerancia al esfuerzo de los participantes.

4.3.5. Toma de muestras:

Se tomaron muestras sanguineas de todos los participantes mediante técnica de
venopuncion antes y 30 minutos después de la ejecucién de la intervencion. Las
muestras fueron tomadas previa asepsia y antisepsia y verificacion de ayuno por un
flebotomista experto entre las 7:00 a:m y las 10:00 am, con el objetivo de minimizar los
posibles efectos del ritmo circadiano y la ingesta calérica sobre las concentraciones

plasmaticas de NTs (Lommatzsch et al., 2005)

Para la obtencion de muestras de plasma sanguineo se consideré el protocolo europeo
del Centro de Investigacibn Biomédica en Red de Enfermedades Respiratorias
(CIBERES) (“CIBERES :Centro de investigacion en red de enfermedades respiratorias,”).
La sangre fue recogida en tubos plasticos estériles con tapa de seguridad, recubiertos
con acido etilendiaminotetraacético pulverizado (K2 EDTA) con volumen de 2.0 mL, de
13 x 75 mm, para extraccion por sistema de vacio (Vacutainer BD ®; Beckton Dickinson
& Company. USA). Fue extraido un volumen de 4.0 mL para cada toma con un total de 8

mL por cada individuo.
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Como estrategia de control riguroso de las muestras y preservacion del cegamiento los
tubos se marcaron con rotulos de identificacion numérica asignando una codificacion
compuesta por letras y numeros. El primer niUmero se asignd en un consecutivo segun el
orden de llegada del individuo, seguido de la letra P (plasma) y el nimero 1 para las
muestras pre intervencion y 2 para las post intervencion. Las muestras rotuladas fueron
recogidas diariamente y trasladadas en un contenedor cerrado al laboratorio de

Farmacologia del campus biomédico de la Universidad de La Sabana.

4.4. Fase Analitica;:

4.4.1 Separacion y Conservacion de Plasma

Las muestras fueron centrifugadas para retirar la porcién celular del componente
plasméatico a 3500 rpm durante 10 minutos; el sobrenadante plasmatico fue recolectado,
alicuotado con micropipeta (Research ® Plus; Eppendorf Company USA) y puntas
esteriles (e.p T.I.P.S ®; Eppendorf Company USA). en tubos de polipropileno de 1,5 mL
(Eppendorf Safe-Lock ®; Eppendorf Company. USA) marcados nuevamente con rotulo
de identificacion y distribuidos en 4 alicuotas numeradas consecutivamente entre

paréntesis.

El protocolo de preservacion incluyo la refrigeracion a -20 °C por una semana y posterior
congelacion a -80°C hasta el andlisis de las concentraciones plasmaéticas (Trajkovska et
al., 2007). La descongelacién incluy6 el paso de las muestras de -80°C a -20°C por tres
dias y descongelacion a temperatura ambiente previo andlisis. El protocolo de

recoleccion y manejo del plasma se presenta en la Figura 4-3.
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Figura 4-3 Protocolo de Obtencion y Almacenaje de Plasma

Obtencion y Almacenaje de Plasma

= = 4
1. Recoleccion y codificacion _’/@\

Tubos (K2 EDTA)

2. Centrifugacién S—2 E
Fin—
3500 rpm 10 min D

3. Almacenaje
Tubos de polipropileno 1,5 mL

4. Criopreservacion .

-20°C (1 semana); -80°C (hasta procesamiento final) ‘_ §

L9 -‘,

Fuente: Autora

4.4.2. Metodologia de cuantificacion de NTs por biosensor de

Plasmon de Resonancia Superficial (SPR)

Para el andlisis cuantitativo de NTs en plasma se utilizé la metodologia SPR mediante el
uso del equipo biosensor 6ptico (BIACORE 2000®; General Electric Healhcare Uppsala-
Sweden) (Schasfoort & Tudos, 2008). Equipado con un chip sensor CM5 (Biacore®
Sensor Chip CM5 BR100399; General Electric Healhcare Uppsala- Sweden), compuesto
por una matriz de carboxil-metil-dextrano sobre una pelicula de oro y cuatro celdas de
flujo. Para la inmovilizacién del ligando se escogi6é la metodologia directa por medio del
acoplamiento de amina con el uso de anticuerpos de alta pureza para cada proteina

evaluada.

La cuantificacion se desarroll6 a través de los siguientes pasos: i) ensayo de
preconcentracion; ii) inmovilizacion de anticuerpos anti-NTs; iii) curvas de calibracién y iv)

cuantificacion de NTs.
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Ensayo de preconcentracion:

Se realiz6 con el fin de determinar la cantidad de ligando (anticuerpos anti-BDNF,
anti-NT-3 y anti-NT4) a ser inmovilizado en la superficie sensora del chip CM5
(ver Tabla 5.3) . Para el ensayo de preconcentracion se prepararon diluciones
mediante el calculo de concentraciones conocidas de la proteina en el rango entre
5 a 50 pg/mL. Se escogieron tres concentraciones: 5 pg/mL, 10 pyg/mL y 50
png/mL, las cuales fueron determinadas teniendo en cuenta el peso molecular de
las NTs que en su forma madura es de 13 KDa, asi como la densidad de la
superficie del sensor. Lo anterior con el objetivo de favorecer una adecuada
relacion entre masa por unidad de superficie optimizando la sensibilidad de la

sefal (Biosensing Instrument, 2007).

Para la dilucién del anticuerpo se utiliz6 como buffer: acetato pH 4.1, 4.5y 5.5
tomando en cuenta el punto isoeléctrico (pi) basal del BDNF (pi=9.01), NT-3 (pi=
9.46) y NT-4 (pi= 9.01) (Cell Signaling Technology, 2003). Estos valores de pH
inferiores al pi de cada proteina favorecieron su ionizacion parcial. Entre cada una
de las inyecciones de los anticuerpos se inyecto Etanolamina Clorhidrato para
eliminar las posibles interacciones existentes entre los anticuerpos y la superficie
del sensor en cada una de las inyecciones. La tabla 4.2 describe las

caracteristicas de los anticuerpos y proteinas.

Tabla 4-2 Anticuerpos y proteinas

Nombre del reactivo Referencia Especie Metodologia

Mouse monoclonal [2E8] to Ab87394-Abcam | Ratén
Neurotrophin 4

Rabbit polyclonal to Neurotrophin 3 Ab65804- Conejo y
Abcam Pre-cqrpeqtramon
Inmovilizacion
Human monoclonal to Brain Derived MAB248-100- Humano

Neurotrophic Factor R&D Products
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248-BD-005 Humano
_ _ _ R&D products
Recombinant BDNF Organism species: Ratén/Rata
Homo sapiens _
Canino
Equino
Recombinant Neurotrophin 3 (NT-3) Cloud-Clone Humano
Organism species: Homo sapiens. Corp,
RPA106Hu01;10
Hg
Recombinant Neurotrophin 4 (NT-4) Cloud-Clone Humano
Organism species: Homo sapiens Corp
RPA107Hu01;
10 ug

Ensayos de Union

Fuente: Autora

Ensayo de Inmovilizacion:

El ensayo de inmovilizacién se realiz6 previa preparacion de la superficie de

carboxil-metil-dextrano por medio de su activacion con EDC-NHS en una

proporcion 1:1; esta activacion permitié la funcionalizacion de la superficie,

necesaria para la inmovilizacién de los anticuerpos a concentracién de 50 pg/mL

y 10 pg/mL y pH 4.5 segun las caracteristicas 0ptimas escogidas en el ensayo de

preconcentracion. La inmovilizacion del BDNF se realizé en la celda de flujo 1
(FC1), la NT-3 en la celda 3 (FC3) y la NT-4 en la celda 4 (FC4). Posterior a la

inmovilizacion, se realizd el bloqueo de los sitios activos de la matriz que no

establecieron unién con anticuerpos con Etanolamina Clorhidrato a pH 9.5. El

proceso se hizo de forma individual para cada anticuerpo (anti-BDNF, anti-NT-3,

anti-NT4).
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Se escogio como buffer de ejecucion HBS-EB ([10 mM 4-(2 hydroxietil)

piperazina-1-acido etanosulfonico (HEPES), 150 mM NacCl, 3 M &cido etil diamino
tetracético (EDTA), 0.005% Tween 20) a pH 7.4. Los reactivos utlizados se

presentan en la Tabla 4-3.

El flujo de inyeccidén también fue evaluado entre valores de 50-100 pL/min hasta

encontrar el éptimo, determinandose flujo de 60 pL/min; se escogieron como

agentes de regeneracion de la matriz Glicina pH 2.4 para BDNF y NT-4, y

Solucién de Sodium-dodecil-sulfato (SDS) 0,005% para NT-3. Las caracteristicas

de los agentes de regeneracion se presentan en la Tabla 4-4.

Tabla 4-3. Identificacion de reactivos

Nombre del reactivo Referencia Metodologia
Etanolamina Clohidrato (HCI) 1 M pH 9.5 Xantec Regeneracion
(Blogueo de
sitios activos)
NHS (N hidroxisuccinimida)0.1 M — EDC Xantec Reactivos de

(dimetilaminopropil carbodiimida) , 0.4M (1:1)

activacion de la
matriz del chip
CM5

HBS-EB; 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NacCl, 3.4

mM EDTA, 0.005% P20

Preparado en el
laboratorio

Buffer corrida del
equipo

Tabla 4-4 Agentes de regeneracion de la matriz

Proteina Agente
BDNF Glicina pH 2.4
NT-3 SDS 0.005%
NT-4 Glicina pH 2.4

Fuente: Autora
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Para todos los pasos del ensayo se siguieron las condiciones reportadas en
estudios previos y segun paramétros internacionales para la metodologia de SPR
(Biacore AB, 1994; Bustos, Suesca, Millan, Gonzélez, & Fontanilla, 2014;
Gonzalez Carrefio, Fontanilla Duque, & Bustos Cruz, 2011; Sanchez Molina,
2016b).

Curvas de calibracion:

Para conocer las concentraciones de NTs en muestras plasmaéticas, se realizaron
curvas de calibracién para cada una de las proteinas. Para esta curva se hicieron
experimentos con concentraciones conocidas de cada proteina por medio de
inyecciones de diluciones seriadas en el rango de 100 a 2500 ng/mL. Para
establecer las concentraciones conocidas se usaron proteinas recombinantes
(Tabla 4-3)

Estas curvas de calibracion fueron analizadas de acuerdo a las guias de la
International Conference of Armonization (ICH) para metodologias analiticas (ICH
Harmonised Tripartite, 2005). Finalmente se hizo un analisis de regresion lineal
para determinar la ecuacion de la recta que permitiera cuantificar los analitos en

las muestras plasmaticas.

Cuantificacion de proteinas:

Para afinar el procedimiento de cuantificacién se realiz6 un preensayo con
muestras de plasma humano de voluntarios sanos quienes no hicieron parte del
estudio. Los voluntarios fueron 4 hombres potencialmente sanos, con IMC normal
y edades entre los 18-30 afios que completaron los protocolos de ejercicio (n=3) o
sirvieron como control (n=1). Las muestras fueron usadas para determinar la
eficacia de la interaccion de la proteina con el anticuerpo y para la verificacion de
las condiciones ideales en la medicion de las NTs, reforzando de esta manera la

pertinencia de los criterios definidos.
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Para la cuantificacion de las muestras de los individuos participantes del estudio,
el plasma fue descongelado de forma progresiva para asegurar las condiciones
adecuadas de estabilidad de las proteinas; de esta manera las muestras fueron
trasladadas de -80°C a -20° por tres dias y posteriormente descongeladas a
temperatura ambiente (20°C) previo al andlisis. El plasma fue diluido en una
proporcion de 1/100 (10 uL de plasma en 990 yL de HEPES) para obtener un
volumen de 1mL que fue contenido en tubos (Eppendorf Safe-Lock ®; Eppendorf
Company. USA); para este procedimiento se usaron puntas estériles (e.p T.I.P.S
®; Eppendorf Company USA) y micropipetas previamente calibradas (Research ®
Plus; Eppendorf Company USA). Las diluciones obtenidas fueron centrifugadas
(Centrifuge ® 5418; Eppendorf Company USA) a 13000 rpm por 1 minuto, para

eliminar burbujas que pudieran afectar la sefal en el biosensor.

Se realizarén inyecciones individuales para cada una de las muestras (pre y post
intervencion) por triplicado y se establecieron los valores de RU mediante la
interpretacion de los sensogramas aportados por el dispositivo mediante el
software Biacore ® 2000 (General Electric Healhcare Uppsala- Sweden).

Los valores obtenidos en RU de cada una de las inyecciones de las muestras
plasméticas fueron interpolados en la curva de calibracion especifica obtenida

previamente para cada proteina.
4.5 Software y Analisis Estadistico

Para la elaboracion de las curvas de calibracion del equipo BIACORE, se usé el
programa OriginLab 8 (OriginLab Corporation) mediante el cual se analizaron los datos

de cada uno de los senogramas.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el software de analisis de datos R-Studio ® (Boston;
USA 2016) llevando a cabo el siguiente procedimiento de analisis de los resultados: i) se
realiz6 estadistica descriptiva para determinar caracteristicas de la poblacion, ii) se

selecciond un t-test o t de student para evaluar la existencia de diferencias significativas
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(p-value < 0.05) entre los valores basales de NTs y los valores postintervencién por cada
grupo de tratamiento y el grupo control; ii) se determinaron diferencias entre grupos por
medio de anadlisis ANOVA, buscando la existencia de diferencias significativas entre
grupos por tratamiento y comparados con el grupo control y iv) se determiné el tamafio

del efecto por medio del célculo del D-Cohen.

4.6 Consideraciones Eticas

El presente estudio se acogi6 a la declaracion de Helsinki y tuvo en cuenta la
reglamentacién nacional vigente parala investigaciéon en seres humanos (Ley 8430
de 1993). Se declara que en esta investigacion no se presentaron conflictos de interes
de ninguna indole de parte de los investigadores o participantes del estudio. En esta
investigacion prevalecid el criterio del respeto a la dignidad, la proteccion de los
derechos y el bienestar de los sujetos participantes basando los planteamientos en
estudios experimentales en modelos animales y en estudios en poblacion humana

previamente reportados.

La participacién en el estudio fue libre y voluntaria y no se realiz6 ningln tipo de
remuneracion o forma de retribucion, asi mismo los sujetos no se encontraron en
condicion de subordinacion. Se explico a todos los participantes clara y concisamente
los posibles riesgos derivados del estudio a través de la lectura y explicacion del
consentimiento informado (Anexo) que fue redactado en forma comprensible y firmado
como requisito para la participacion. Teniendo en cuenta que se desarrollaron
procedimientos de extracciébn sanguinea con un volumen total de 8 mL, la presente

investigacion se estructuré como una investigacion con riesgo minimo.

Los individuos fueron convocados, seleccionados, evaluados e intervenidos solo hasta
la obtencién del aval del comité de ética de la Universidad Nacional de Colombia.
Se asegur0 la transparencia y rigurosidad en todos los pasos del ensayo clinico
siguiendo los lineamientos del CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials)

manteniendo la reserva de la identidad de los participantes. La investigadora principal
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se asegur6 de faciltar todas las condiciones minimas requeridas para los
individuos participantes que incluyeron el soporte de personal médico e infraestructura
de emergencias. En el presente estudio no se reportaron eventos adversos o derivados
de la intervencion que generardn compromiso total o parcial de la condicion de salud de

los participantes.

El estudio establecié un protocolo de manejo, almacenaje y desecho de las muestras
biolégicas, conforme los protocolos de  bioseguridad disponibles. Los
procedimientos de laborario se llevaron a cabo segun el manual del estudio y

obedecieron a protocolos estandarizados.
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5.Resultados y Discusion

5.1 Metodologia de cuantificacion por SPR de BDNF, NT-

3y NT-4 en plasma humano.

5.1.1. Ensayo de preconcentracion

Se determinaron las condiciones de preconcentracion para cada uno de los anticuerpos
anti-NTs encontrandose el pH 4.5 como 6ptimo para el buffer de acetato en los tres
anticuerpos, lo cual se encuentra en concordancia con procesos de ionizacién parcial
gue ocurren por debajo del punto isoeléctrico de la proteina. Con relacion a estos valores
se encontré similitud con los valores de pH reportados en estudios previos con la
utilizacién de la metodologia de SPR para la determinacion de NT-3 y NT-4 en medios
condicionados de cultivos celulares (Sanchez Molina, 2016b).

Los ensayos de preconcentraciéon se realizaron con buffer acetato a pH 4.1, 4.5 y 5.5; al
iniciar los ensayos con la proteina anti- NT-3 se encontr6 que la respuesta con pH 5.5 no
presentd caracteristicas de asociacion/disociacion, razén por la cual los experimentos se
continuaron a pH 4.1 y 4.5 para anti-BDNF y pH 4.5 para anti-NT-4 como se registra en
las curvas de preconcentracion en la Figura 5.1. Mediante el comportamiento de las
curvas de asociacidn/disociacién se pudo establecer que la mejor interaccién se obtuvo a

concentracion de 10 pg/mL para NT-3 y NT-4 y a 50 ug/mL para BDNF, ver Tabla 5.1.
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Figura 5.1 Ensayo de preconcentracion

Presenta el valor de pH 4.5 como 6ptimo para las tres proteinas y concentracion de 10 pg/mL para
NT-3, NT-4 y 50 ug/mL para BDNF.
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Tabla 5-1. Condiciones Optimas ensayo de preconcentracion

BDNF NT-3 NT-4

pH

4.1
45 X X X
5.5
Concentracion
5 pug/mL
10 pg/mL X X

50 pg/mL | X

Fuente: Autora

5.1.2. Inmovilizacion

Una vez encontradas las condiciones 6ptimas y posterior a la activacién funcional de la
superficie sensora con EDC-NHS, se obtuvieron las inmovilizaciones individuales para
cada uno de los anticuerpos en un rango entre 1000 y 8000 RU. Los valores de
inmovilizacion obtenidos correspondieron a 5554 RU para anti-NT-3, 1220 RU para anti-
BDNF y 7740 RU para anti-NT-4 presentando una buena densidad de la inmovilizacién
sobre la superficie sensora y adecuado comportamiento evidenciado en los
sensogramas, corroborando que las preconcentraciones fueron  elegidas

adecuadamente.

5.1.3. Calibracion

Para la calibracion se hicieron inyecciones de diluciones seriadas de cada proteina
recombinante en el rango de 100 a 2500 ng/mL. Con las concentraciones conocidas de
las proteinas (bases patron) y la intensidad de la sefial medida en RU, se realiz6 un
andlisis de regresion lineal que permitio la determinacion de la ecuacion de la recta para

cada una de las proteinas.
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Figura 5.2. Inmovilizacién de anticuerpos
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Fuente: Autora

Mediante la interpolacion de los valores de RU y concentracion se determing el

coeficiente de determinacion (R?) que permitié establecer una correlacién positiva con R?2

mayor a 0.9 para las tres proteinas (NT-3 0,97; NT-4 0,98; BDNF 0,99). La regresion

lineal, coeficiente de determinacién y ecuacion de la recta de cada proteina recombinante

se presenta en las Figuras 5.3 a 5.5. La ecuacion de la recta de cada proteina fue
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establecida de conformidad con los requerimientos de la ICH (ICH Harmonised Tripartite,
2005).

Figura 5.3 Curva de calibracion NT-3
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Figura 5.4 Curva de calibracion BDNF
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Figura 5.5 Curva de calibracion NT-4
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5.2. Efecto del ejercicio sobre niveles plasmaticos de BDNF, NT-3
y NT-4.

La fase clinica del estudio se desarrollo durante el periodo comprendido entre el 1° de
Septiembre y el 31 de marzo de 2017 abarcando las fases de reclutamiento, medicién de
la linea de base e intervencion. La fase analitica se desarroll6 entre el 1° de Abril al 30 de
junio de 2017.

Fueron reclutados 70 individuos, se excluyeron 14 participantes y finalmente fueron
aleatorizados 56 individuos que cumplieron los criterios de inclusién. Las razones para la
exclusion obedecieron a IMC superior a 35 kg/m?, negacién voluntaria a continuar con el
proceso, inicio de practica de actividad fisica programada y condiciones médicas (Figura
5.6). Adicionalmente cinco participantes (2 del grupo control, 2 del grupo PTR y 1 del
grupo combinado) fueron excluidos de los andlisis de muestras sanguineas debido a

condiciones técnicas del procesamiento de las muestras.

La Tabla 5.2 presenta la estadistica descriptiva de la poblacion segun los resultados de la

linea de base. No se observaron diferencias significativas entre los participantes del

grupo.

El protocolo de HIIT present6 un breve incremento de los niveles de BDNF T (11.0 ng/mL
[95% CI, 3.9 to 26.0; d=0.12]). Adicionalmente, el protocolo de RT tambien indujo un
pequefio incremento en los niveles plasmaticos de BDNF, NT-3 y NT-4 (15.5 ng/mL [95%
Cl, 1.2 a 32.3; d=0.14], 39.6 ng/mL [95% CI, 2.5 a 76.6; d=0.19] y 1.3 ng/mL [95% CI, 0.3

a 2.3; d=0.17], respectivamente).

Se presentaron incrementos estadisticamente significativos en el analisis de BDNF en
respuesta al regimen de entrenamiento combinado (22.0 ng/mL, 95% CI, 2.6 a 41.5;
d=0.19) y NT-3 (32.9 ng/mL, 95% CI, 12.4 a 53.4; d=0.25). Respecto a los resultados
entre grupos, todos los tres protocolos de ejercicio mostraron incrementos de los niveles
plasmaticos de BDNF y NT-4 comparado con el grupo control. Adicionalmente el
protocolo combinado (84.9 ng/mL, 95% CI, 2.23 a 172.13; d=0.79) y el HIIT (1244
ng/mL, 95% CI, 18.3 a 216.6; d=0.64) tuvieron grandes cambios en los niveles

plasmaticos de NT-3 comparados con el grupo control. En el andlisis por protocolo, el
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grupo de entrenamiento combinado (pero no las otras intervenciones) tuvo cambios

sustancialmente grandes en los niveles de BDNF (99.7 ng/mL, 95% CI, 22.4 a 176.7,
d=1.01), NT-3 (89.9 ng/mL, 95% ClI, 2.2 a 172.1; d=0.79), y NT-4/5 (7.5 ng/mL, 95% ClI,

1.7 a 13.3; d=1.07) comparado con el grupo control.

Figura 5.6. Diagrama de flujo del estudio
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Tabla 5.2. Caracteristicas de los participantes segun linea de base por grupo de

entrenamiento.

Grupos de Entrenamiento
Caracteristicas Control HIIT RT HIT+RT
(n=14) (n=14) (n=14) (n=14)

Edad, a 24.7 (3.4) 24.5 (3.7) 22.8 (3.1) 22.2 (3.4)
Peso, kg 88.6 (8.9) 81.7 (6.7) 83.9 (7.4) 80.6 (6.7)
Estatura, m 1.75 (0.05) 1.72 (0.05) 1.68 (0.18) 1.69 (0.05)
BMI, kg/m? 28.7 (2.0) 27.4 (1.7) 27.8 (1.3) 28.1(1.2)
Circunferencia de cintura, cm 97.9 (6.3) 95.3 (4.9) 94.1 (4.6) 96.9 (5.8)
Porcentaje de grasa
corporal % 28.7 (4.1) 26.2 (4.3) 27.0 (3.7) 28.1 (3.6)
VO2max, ml-kg-min-? 41.2 (17.3) 40.6 (16.7) 38.9 (10.5) 37.8 (13.6)
GE durante el ejercicio, Kcal N.A 462.6 (74.9) 460.9 (86.7) 461.7 (59.1)
Curl de Biceps, 1RM 25.6 (11.6) 23.4 (7.9) 21.9 (10.3) 20.9 (6.9)
Curl Triceps, 1RM 16.1 (5.7) 16.1 (5.3) 17.1 (4.9) 17.9 (4.0)
Dumbbell side lateral, 1RM 9.0 (1.9) 10.8 (3.6) 8.9 (1.9) 10.2 (3.3)
Press militar, 1RM 25.8 (9.4) 23.0 (8.3) 22.8 (13.5) 19.0 (5.1)
Dumbbell squat, 1RM 47.8 (23.0) 55.0 (34.4) 53.3 (14.1) 52.8 (23.5)
Dumbbell front lunge, 1RM 28.4(7.7) 28.0 (16.2) 22.7 (6.6) 26.3 (10.7)
Fuerza muscular total, (kg;
total de 6 ejercicios) 142.7 (43.7) 156.3 (53.4) 136.5 (34.6) 147.2 (38.5)
BDNF, ng/mL 176.7 (133.1) 161.1 (86.5) 166.0 (106.0) 189.1 (107.1)
NT-3, ng/mL 223.3 (39.3) 285.4 (173.4) 315.0 (194.5) 275.2 (121.5)
NT-4/5, ng/mL 10.9 (2.6) 17.9 (9.6) 16.4 (7.2) 17.3 (7.0)

Datos en media (desviacion estandar)

Abreviaturas: HIIT, High intensity interval training; RT, resistance training; IMC, indice de masa corporal; GE, gasto
energético, VO,mayx, fithess cardiorespiratorio; 1RM, una repeticion maxima; BDNF, Brain derived neurotrophic factor; NT-
3 neurotrofina 3, NT4/5 neurotrofina 4/5; NA, no aplica.

Fuente: Autora

El analisis de regresion revel6 una relacion positiva significativa entre los cambios en
niveles de BDNF y cambios en los niveles de NT-4 de la linea base al momento
inmediato post ejercicio en el grupo de entrenamiento combinado (R2=0.483, p=0.012;
Figura 5.7C) pero no en los otros grupos de intervencion. Adicionalmente no se encontré
relacion entre los cambios en los niveles de BDNF y cambios en los niveles de NT-3
(HIIT, R2=0.023, p=0.937; RT, R2=0.304, p=0.337, combinado, R2=0.255, p=0.400, y
grupo control, R2=0.358, p=0.253).
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Tabla 5.3. Andlisis por intencién de tratar de BDNF, NT-3 y NT-4 en linea de base y
cambios despues del efecto agudo del ejercicio.

Desde linea de base a agudo ,

Media (DE .
'a (DE) Tamafio Media (95% CI) Tamafio
Caracteristicas . del . Diferencia en del
Line Cambios .
Agudo efecto . cambios entre efecto
base intragrupo
grupos
BDNF, ng/mL
161.1 172.1 11.0
HIT (n=14 12 - -
(n=14) (86.5) (93.6) 0 (3.9 to 26.0)2
166.01 181.6 15.5
RT (n=14 .14 - —
(n=14) (106.0)  (108.1) 0 (1.2 to 32.3)
. 189.1 211.2 22
Combinado (=13) 1674 (1225 019 2610415y
176.7 177.9 1.1
I (n=12 .01 - -
Control (n=12) (133.1)  (134.1) 0.0 (-11.6 10 9.2)
Combinado vs _ _ _ _ 99.7 101
control (22.4t0 176.7)2 '
60.6
HIIT vs control (1.9 t0 119.1)? 0.78
RT vs control - - - - 70 0.81
(1.9 to 141.9)2 '
. 39.0
HIT - - - - .
Combinado vs (~48.3 to 126.5) 0.36
9.4
RT vs HIIT - - - - :
v (-73.5 t0 92.3) 0.09
. 29.6
RT - - - - 2
Combinado vs (=65.8 to 125.1) 0.25
NT-3, ng/mL
2854 3224 37.0
HIT (n=14 A - -
(n=14) (173.4) (200.4) 0-19 (-81.78 t0 7.7)
315.0 354.6 39.6
RT (n=14 A - -
(n=14) (1945)  (225.9) 019 (25910 76.62)
. 275.2 308.1 32.9
Combinado ("=13) 151 5)  (140.4) 025 12410534y
223.3 226.9 3.6
| (n=12 . - -
Control (n=12) (39.3) (38.6) 0:09  16.11088)
Combinado vs _ _ _ _ 84.9 0.79
control (2.23t0 172.13)2 '
124.4
HIT I - - - - 64
VS contro (18.3 0 216.6)° 0.6
131.38
RT vs control (-13.4 to 276.2) 0.79
Combinado vs HIIT - - - - 14.24 0.29

(-151.14 to
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122.67)
32.24
RTvs HIT (-142710207.2) 18
_ 46.48
Combinado vs RT (- 206 to 113.0) 0-29
NT-4/5, ng/mL
17.9 18.0 01
HIIT (n=14) (9.6) 8.7) 0.01 (-1.83 to0 1.57)
16.4 17.7 13
RT, (n=14) (7.2) (8.3) 0.17 (0.3t0 2.3)2
, _ 17.3 18.9 15 - -
Combinado (n=13) (7.0) 9.3) 0.19 (~4.39 to 1.24)
10.9 11.4 05
Control (n=12) 2.6) (2.6) 0.19 (-1.3t00.2)
Combinado vs _ _ _ - 75 1.07
control (1.7 t0 13.3)2
6.6
HIIT vs control (1.4 to 11.4)2 0.99
6.3
RT vs control (0.8t0 11.7)2 1.00
Combinado vs HIIT - - - B > 0.01
(-6.3 t0 8.0) '
0.3
RT vs HIIT (-7.210 6.5) 0.04
Combinado vs RT - - - B -2 013
(6.1 to 8.5) '

Datos en media (desviacién estandar) o (95% ClI)

Abreviaturas: HIIT, High intensity interval training; RT, resistance training; BDNF, Brain derived neurotrophic factor; NT-3
neurotrofina 3, NT4/5 neurotrofina 4/5; (-) no aplica; @ p< 0.05.

Fuente: Autora
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Figura 5.7 Cambios en concentraciones plasmaticas de BDNF y NT-4 posterior al

entrenamiento de la linea de base al momento inmediato post ejercicio.
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Fuente: Autora

El estudio presentado, es el primer ensayo clinico reportado que compara los efectos de
HIIT, RT y su combinacion sobre los niveles plasméticos de NT-3, NT-4 y BDNF en
adultos inactivos con sobrepeso. Los principales hallazgos fueron que los tres protocolos
de ejercicio indujeron cambios en el los niveles de BDNF y NT-4 comparado con los
niveles en el grupo control, sin embargo los protocolos de ejercicio HIIT y combinado
exhibieron cambios significativos sobre los niveles de NT-3 respecto al grupo control.

Adicionalmente se observo una relacion positiva entre cambios en los niveles de BDNF y
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cambios en los niveles de NT-4 de la linea base respecto al momento inmediato
postejercicio en el grupo de entrenamiento combinado.

Estos datos proveen evidencia preliminar acerca del papel del ejercicio agudo sobre los
factores neurotroficos en adultos con sobrepeso confirmando hallazgos reportados en
modelos animales. Ademas, estos hallazgos sugieren que un protocolo de ejercicio
intermitente de alta intensidad puede ser mas adecuado en la produccion de NTs que

protocolos independientes de ejercicio combinado o de resistencia.

Dentro de los protocolos de entrenamiento se observd un incremento en las medias de
los niveles plasmaticos de BDNF 8.8% (HIIT), 10,9 % (combinado) y 11.7% (RT)
inmediatamente post ejercicio cuando se comparan con la linea de base. Estudios que
analizan los efectos agudos del ejercicio de resistencia (Correia et al., 2010; Goekint et
al., 2010; Yarrow, White, McCoy, & Borst, 2010) o intervalico de alta intensidad (Tonoli et
al., 2015) muestran resultados inconsistentes.

El protocolo de ejercicio utilizado estuvo comprendido por ejercicios en una intensidad de
70% de 1 RM con 25-30 repeticiones por ejercicio comparado con protocolos de
resistencia, la sesiébn de entrenamiento de fuerza tuvo periodos de descanso
relativamente grandes entre los esfuerzos. En contraste con los hallazgos de este
estudio, varios estudios han demostrado que una Unica sesion de entrenamiento en
fuerza no induce cambios significativos en los niveles de BDNF en adultos inactivos
sanos (Goekint et al., 2010; Yarrow et al., 2010) Marston (2010) reportdé que el uso de un
protocolo de ejercicio de resistencia basado en fatiga e hipertrofia provee el estimulo

necesario para incrementar los niveles séricos de BDNF.

Las discrepancias observadas en los hallazgos pueden deberse a la muestra poblacional,
debido a que los niveles de BDNF se correlacionan con el peso (Lommatzsch et al.,
2005); por lo tanto la probabilidad de incremento puede ser grande en la poblacién con
sobrepeso incluida en este estudio. Respecto al ejercicio de intervalos de alta intensidad,
un estudio previo en 10 individuos inactivos con diabetes tipo | mostré que protocolos de
ejercicio de alta intensidad resultan en incrementos importantes de las concentraciones

séricas de BDNF que protocolos de ejercicio agudo de intensidad moderada (Correia et
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al., 2010) Por lo tanto estos estudios han mostrado que varios aspectos del estimulo de
ejercicio (p.e., intensidad, duracién y modo de actividad) puede afectar niveles de BDNF.
Esto muestra que el ejercicio temporalmente eleva niveles basales de BDNF vy
posiblemente regula el procesamiento celular de este factor (Knaepen, Goekint, Heyman,
& Meeusen, 2010). En estudios futuros, puede ser interesante investigar los efectos de

un protocolo intensivo de entrenamiento en fuerza sobre los niveles de BDNF.

De particular interés, se observé que los cambios en BDNF fueron significativamente
relacionados con cambios en los niveles de NT-4 desde la linea base al momento
inmediatamente postejercicio en el grupo de entrenamiento combinado. Este hallazgo se
relaciona con hallazgos también presentes en estudios animales que maostraron
relaciones positivas entre la concentracion de NT-3 a nivel del hipocampo y la distancia
recorrida en banda sin fin (R? = 0.157, p< 0.001) (R. A. Johnson & Mitchell, 2003) De
forma similar Chung y cols. (Chung et al., 2013) sugieren que los niveles de NT-4 fueron
alterados en respuesta a lesion isquémica y que el ejercicio en banda sin fin juega un
papel en los cambios en los niveles de neurotrofinas y sus receptores. El ejercicio en
banda sin fin media cambios en la expresion de NT-4 y tirosin kinasa B pudiendo
participar en el proceso de recuperacion en ratas con dafio cerebral. Esto soporta la idea
que el incremento en los niveles de factores neurotroficos contribuye a la recuperacion

funcional (Keyvani, Sachser, Witte, & Paulus, 2004)

Por otra parte, muchas lineas de evidencia soportan una hipétesis en la cual las
neurotrofinas, especialmente el BDNF, juega un papel esencial en los comportamientos
alimenticios y regulacién del peso corporal (George N Chaldakov et al., 2003). En un
estudio previo Krabbe y cols. (Krabbe et al., 2009) encontraron que los niveles
plasmaticos de BDNF disminuian en humanos con diabetes tipo Il, independientemente
de la obesidad, sugiriendo que el BDNF puede regular diversos mecanismos de obesidad
y resistencia la insulina. Matthews y cols (Matthews et al., 2009) mostraron que el BDNF
parece ser un agente importante no solo en las vias metabdlicas centrales sino también
como regulador del metabolismo en el musculo esquelético. Estudios en modelos
animales y en humanos han mostrado que la expresion reducida de BDNF resulta en el
desarrollo de obesidad, hiperfagia e hiperactividad (Dmitrzak-Weglarz et al., 2013;
Mercader et al., 2008; Nonomura et al., 2001; Tonra et al., 1999)
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En general los estudios han observado una correlacion entre bajos niveles séricos de
BDNF y altos niveles séricos de proteinas proinflamatorias, incremento de disfuncién
vascular y factores de riesgo cardiovascular (George N. Chaldakov et al., 2004) Sin
embargo hay algunas brechas en la literatura respecto a la obesidad, entrenamiento en

ejercicio y subsecuentemente respuestas neurotroficas (Pedersen et al., 2009)

Este estudio tiene un nimero de fortalezas notables y limitaciones. Debido a que este
estudio fue disefiado como estudio piloto para el desarrollo de ensayos mas elaborados,
el tamafio de la muestra y la duracién de la intervencion del ejercicio agudo fue modesta,
fue ejecutado con individuos fisicamente inactivos, lo cual puede complicar la
generalizaciéon de resultados para una poblacién mas activa con sobrepeso; también, el
estudio fue ejecutado con voluntarios, lo cual puede llevar a sesgo de muestra. Mientras
gue estos resultados discuten que este nivel de actividad fisica es factible para muchos,
gueda por ver si la duracion reportada es la mas eficaz.

Interesantemente, a pesar de la evidencia, hay pocos ECA que hayan evaluado
directamente los efectos de HIIT, RT o la combinacion de estos regimenes (HIIT+ RT)
sobre la salud cerebral de adultos inactivos (Barha, Galea, Nagamatsu, Erickson, & Liu-
Ambrose, 2017; Dinoff, Herrmann, Swardfager, & Lanctét, 2017). Por lo tanto se requiere
determinar si el HIIT mas el RT puede ser una aproximacion viable en intervenciones con
enfoque de salud publica para incrementar los factores neurotroficos y promover la salud
cerebral, particularmente los resultados presentados proporcionan un hallazgo reciente al
adjudicar que el HIT méas un entrenamiento de resistencia de alto volumen es
consistentemente mejor asociada con cambios positivos en las anormalidades

metabdlicas que el entrenamiento de resistencia/fuerza muscular aislado.

Por otra parte la metodologia de cuantificacion permitié el analisis de los factores
neurotroficos en plasma humano, estableciéndose a la fecha como el primer ECA que
mide el efecto del ejercicio fisico sobre los factores neur6ficos mediante la

implementacion de metodologias de medicidn proteica en tiempo real, en especial SPR.
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6.Conclusiones y recomendaciones

a. Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que el uso de varios protocolos de ejercicio (p.e. la
resistencia progresiva basada en fatiga hipertréfica o el entrenamiento combinado)
provee el estimulo necesario para incrementar los niveles periféricos plasmaticos de
neurotrofinas en los individuos inactivos con sobrepeso. Basado en estos hallazgos, por
lo tanto, el uso de entrenamiento de alta intensidad por intervalos puede ser considerado
en programas de ejercicio para promover la posibilidad de un potencial efecto
metabotropico benefico para los individuos debido al incremento de la expresiéon de
factores neurotroficos. Estudios longuitudinales adicionales pueden desarrollarse para
establecer los efectos del ejercicio y el entrenamiento sobre la funcién cognitiva en

adultos con sobrepeso.

b. Recomendaciones

Para futuros disefios de investigacion, seria interesante la exploracion de los
mecanismos propuestos en este estudio a través de metodologias que complementen la
producciéon de NTs con la expresion celular de receptores, ademas de comparar el
efecto agudo versus crénico del ejericio fisico y explorar los comportamientos en

poblaciones sin sobrepeso.
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A. Anexo: Logo del Estudio
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C.Anexo: Consentimiento informado

4 UNIVERSIDAD
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EFECTO DE DIFERENTES INTERVENCIONES DE EJERCICIO,FI'SICO AGUDO SOBRE
NIVELES PLASMATICOS DE BDNF, NT-3y NT-4 EN ADULTOS JOVENES CON SOBREPESO

La Maestria en Neurociencias de la Universidad Nacional, y el Grupo de investigacion CEMA de la
Univeridad del Rosario, se encuentra adelantado el trabajo denominado “Efecto de Diferentes Intervenciones
de Ejercicio Fisico Agudo Sobre Niveles Plasmaticos de BDNF, NT-3 y NT-4 en Adultos con Sobrepeso”.
Usted en condicion de participante voluntario, ha sido elegido de acuerdo a los criterios de inclusién del
estudio para formar parte de una muestra representativa donde participard como sujeto de investigacion.

Proposito del estudio: esta es una investigacion que tiene como objetivo determinar el efecto de diferentes
intervenciones de ejercicio fisico agudo, sobre niveles plasméticos de neurotrofinas (BDNF, NT-3 y NT-4),
en adultos jovenes con sobrepeso.

Procedimiento: el estudio se desarrolla en diferentes momentos que suponen la recoleccién de informacién
mediante varios tipos de procedimientos: medidas antropomeétricas, encuestas, muestras sanguineas, pruebas
motoras e intervencion de ejercicio, el cual bajo una determinacién aleatoria indicara la necesidad o no de
realizar dicha prueba; esto se realizara de la siguiente manera:

Medidas antropométricas: consiste en registrar parametros como, la talla, el peso, 2 dimensiones del cuerpo
(circunferencia de cintura y cadera), ademas se realizara también la toma de la tension arterial.

Encuestas: se registrard mediante una encuesta los antecedentes de salud para conocer posibles problemas de
enfermedad, los medicamentos que recibe actualmente y algunas de las enfermedades que han ocurrido en
su familia, asi mismo se registrara informacion demografica como el estado civil, estrato socioeconémico,
entre otros. Adicionalmente, se realizard una entrevista de nutricion y otra sobre percepcion de la condicion
fisica. Se solicita que la informacion consignada en estos instrumentos sea totalmente confiable y veridica,
para garantizar los resultados del estudio.

Marcador bioldgico: para la realizacion de este procedimiento, se necesita que usted haya seguido las
indicaciones previas a la participacion, donde debera estar completamente en ayunas (8 a 12 horas después
de la Gltima comida). Se realizaran dos tomas de muestra sanguinea (antes y después de la realizacién de la
actividad fisica). La sangre sera recogida en tubos plasticos estériles por un personal especializado, siguiendo
todas las normativas de seguridad séptica.

Pruebas motoras: se evaluara la fuerza mediante tres pruebas: dinamometria manual (fuerza prensil), salto
vertical y salto horizontal.

Intervencion de ejercicio: en dependencia de la eleccion aleatoria se elegira el tipo de ejercicio a realizar o la
ausencia de este. La realizacién de ejercicio puede darse en cualquiera de las 3 formas:

1. Cicloergémetro (bicicleta estatica): ejercicio de alta intensidad.
2. Banda: ejercicio moderado.
3. Combinacion de los 2 anteriores.

Esta prueba tiene una duracion aproximada de 1 hora, previa a la realizacién del ejercicio se daran las
indicaciones necesarias, guiados siempre por un profesional del deporte quien serd el encargado de este
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procedimiento. Durante la realizacion de la intervencion se hard un constante monitoreo en el control de la
frecuencia cardiaca (FC), la tension arterial (TA) y la percepcion del ejercicio.

Finalizacion de la intervencién: al finalizar la intervencién de ejercicio se le brindara un desayuno,
posteriormente se le entregaran algunos resultados de las pruebas de perfil lipidico y glicemia y unas
recomendaciones con lo que finalizard& completamente su participacion. Aproximadamente en el mes de
Junio de 2017 le serd enviado a su correo electrdnico los resultados de los valores de neurotrofinas posterior
a su andlisis y una interpretacion de los resultados. Lo anterior no representa ningln tipo de diagnéstico
médico de condiciones de salud, pero de presentarse algln signo de alarma como resultado de las pruebas
ejecutadas le

sera informado por el personal del estudio para que usted pueda acceder al servicio médico de su eleccion y
obtener una opinién de un profesional médico acerca de su condicion de salud.

Beneficios de la participacion en el estudio: usted podra obtener como beneficio las recomendaciones
necesarias para un control médico, en caso de que sea detectada una anormalidad en las pruebas de
laboratorio o durante el examen fisico. En caso de que esto se presente, serd informado por uno de los
investigadores de manera verbal y por escrito. Los resultados de laboratorio serdn enviados su correo
electronico o podra conocerlo directamente en la Universidad del Rosario. Los resultados de este estudio
contribuyen a la realizacién de proyectos que promuevan medidas de recomendacion preventiva a largo
plazo ya que a la fecha en nuestro sistema de salud no se conoce el tipo o intensidad de ejercicio que pueda
afectar la funcién arterial, su peso corporal, los lipidos, la glucosa, la densidad de sus hueso, entre otros
indicadores de su salud.

Riesgos e incomodidades: por la experiencia de los investigadores, se puede afirmar que ninguna de las
evaluaciones implementadas suponen de un riesgo mayor para la integridad fisica o moral de la personas
puesto que han sido cuidadosamente seleccionadas conforme a las caracteristicas de la poblacion a estudiar,
no obstante, para el caso de las pruebas motoras es importante que el participante realice un adecuado
calentamiento previo a su desarrollo para disminuir considerablemente riesgos osteomusculares durante las
actividades. Si por alguna razoén resultara algin inconveniente, la Universidad del Rosario tiene un servicio
de emergencias que respalda en estos casos. Por otra parte, usted podra sentir algo de angustia o temor en el
momento de la extraccion de sangre venosa, asi como también sentir cansancio general por la practica de los
ejercicios, sin embargo, esto es normal en la rutina de entrenamiento.
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Derechos del participante en el estudio: su participacién en el estudio es completamente voluntaria. Si
usted no quiere participar, no tendra ninguna consecuencia. Adicionalmente, después de iniciado el estudio,
usted podra retirarse en cualquier momento y por cualquier razén esto tampoco traerd consecuencias. Usted
tiene derecho a conocer nuevas informaciones con respecto al estudio en el caso de que las hubiera. Su Unica
responsabilidad en el estudio es brindar la mayor veracidad en sus respuestas durante las encuestas
realizadas. En caso de que tenga preguntas adicionales sobre el estudio usted puede contactar al Dr.
Robinson Ramirez Velez cel: 3128604772, correo electrénico: ramirez.robinson@urosario.edu.co o a Maria
Andrea Dominguez cel 3132092269, correo electrnico: 3132092269.

Confidencialidad: La parte investigadora deja constancia que para la recoleccion de la informacion el
participante no se identificara con su nombre en ninguno de los formatos que sean diligenciados y se velara
por la confidencialidad de la informacion consignada. Para esto, internamente se asignarda un cddigo de
identificacion para el estudio y la informacién recaudada solamente se utilizara para ser procesada con
propositos académicos, garantizando la privacidad de la misma. El participante tendra derecho a solicitar
informacién sobre sus registros y el significado de los mismos, la parte investigadora coordinara las
acciones pertinentes para retroalimentar a quien asi lo requiera.

Costo de participacion: Ninguno. El equipo de investigacion asume el costo de las pruebas de laboratorio,
el pago del programa de ejercicio, los examenes especializados y otros que se requieran.

Consentimiento: Declaro que he leido y he sido informado claramente sobre todos y cada uno de los
procedimientos a seguir. Todas mis preguntas sobre este estudio y mi participacion han sido atendidas y
voluntariamente acepto contribuir al presente estudio en calidad de sujeto de investigacion,
comprometiéndome a participar en cada una de las sesiones de evaluacidn, respondiendo verazmente las
encuestas, siguiendo los protocolos de evaluacion tal como se me solicite y desplegando mi mayor esfuerzo
y colaboracion.

Usted recibe ademas una copia del presente documento.

Lugar y Fecha
Nombre del participante Firma y Cédula Lugar y Fecha
Nombre del investigador principal Firmay Cédula Lugar y Fecha
Nombre de testigo 1 Firma y Cédula Lugar y Fecha

Teléfono:
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