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1. INTRODUCCION

En los deportistas y en la practica deportiva en general, las lesiones en los tejidos
blandos, como el tejido muscular, son continuas y recurrentes. Estas se
producen bien por acontecimientos traumaticos o bien por sobrecargas y en
ambos casos se supera la capacidad de respuesta al dafio de los tejidos. Dentro
de los mudltiples tipos de lesiones, se considera sumamente importante las
lesiones ocasionadas al sistema musculo-esquelético, particularmente al tejido
muscular, debido a que alrededor de un 30% de las lesiones en atletas afectan
a los musculos y revisten especial importancia cuando se trata de deportistas
profesionales dado que afecta directamente a sus marcas patrocinadoras y a sus
posibilidades (Mufioz, 2002).

La ruptura de las fibras musculares es auto-limitada y se puede clasificar (El-

Khoury et al., 1996) segun el mecanismo causante de la lesion en

1) Directas. Estas presentan contusién y laceracion.

2) Indirectas. Lesiones por elongacion con dolor muscular de
aparicion tardia o DOMS (delayed onset muscle soreness) y

sindrome compartimental.

Por otra parte, otros autores como es el caso de Verdugo (Verdugo, 2004),
utilizan una clasificacion cualitativa, ademas de cuantitativa, para clasificar las
lesiones de este tipo. Por lo tanto estan en directa relacion con la fisionomia de
la lesién y su evolucién y de esta manera se consigue aplicar el tratamiento
optimo. Considerando sus caracteristicas, esta clasificacion comprende seis

tipos diferentes de desgarros.
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1) Desgarro miofascial

2) Desgarro Fibrilar

3) Desgarro Multifibrilar

4) Desgarro Fascicular

5) Desgarro masivo o total con o sin avulsion 6sea

6) Adherenciolisis (re-herida).

En el caso de deportistas profesionales, donde entra en juego el interés
econdémico y deportivo, es importante pronosticar con gran exactitud el tiempo
en el que van a permanecer lesionados y alejados de la competicién (Traeviso,
2005). De hecho una reincorporacion demasiado temprana puede provocar
recaidas y agravar la lesidon y una reincorporacion tardia podria generar graves

quebrantos econdmicos y deportivos.

1.1 TEJIDO MUSCULAR ESTRIADO

El tejido simple mas numeroso del cuerpo humano es el musculo estriado que
constituye el 40-45% del peso corporal total. Basicamente la fibra muscular
estructuralmente consistente en un grupo de largas células conectadas con el
tendon o hueso sobre el cual actia. El sitio de conexion entre las células
musculares y el tenddn se conoce con el nombre de unién muasculo-tendinosa
(Figura 1).
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Figura 1: Representacion de la estructura del musculo esquelético

Fuente:https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0

La funcion béasica de los musculos es producir y modular el movimiento
articular y contraerse para poder generar movimiento para poder realizar
funciones vitales. Estan controlados por nervios periféricos que inervan las
placas motoras musculares. Estas unidades motoras estan formadas por un

axon simple y varias fibras musculares a las cuales inerva.

Las fibras musculares presentan caracteristicas contractiles y metabdlicas

similares, pero en la realidad no son homogéneas en las proporciones de sus
5
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elementos (Mufioz, 2002). Existen tres tipos de fibras musculares (Conde et al.,

2007).

1)

2)

3)

Las de tipo | o de contraccion lenta. Estas son mas adecuadas para
contracciones repetitivas y presentan mayor resistencia a la fatiga en
movimientos de larga duracion. Esto es debido principalmente a una
mayor densidad de mitocondrias, de capilares por cada fibra y a la

concentracion de mioglobina.

Las tipo lla o de contraccion rapida. Mas adecuadas para fuerzas rapidas,
de patrén eléctrico fasico. Estas estdn mas adaptadas para la actividad
intensa de corta duracion y para desarrollar mayor tensién. Sin embargo,
poseen baja capacidad de resistencia a la fatiga, tanto por su dependencia

del metabolismo anaerébico como por su baja densidad de mioglobina.

Las de tipo llb, llamadas también mixtas. Poseen la capacidad de generar
fuerzas rapidas y presentan una mediana a alta capacidad de resistencia

a la fatiga, ya que poseen una densidad moderada de mioglobina.

La tensién activa que puede producir un musculo es proporcional al tipo de

fibras que contiene y lo forman. De esta manera musculos con alta proporcion

de fibras tipo Il son capaces de generar mayor fuerza.

Los ejercicios de baja intensidad involucran de manera selectiva a las fibras

de tipo I, mientras que las fibras de tipo Il son reclutadas cuando la intensidad

del ejercicio aumenta. Los velocistas de distancias cortas y carrera explosiva por

ejemplo, tienen predominancia de fibras tipo I, mientras que en los corredores

de distancia, como la maratén, predominan las fibras de tipo I. Actualmente no

6
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se esté claro si esta predominancia esta determinada genéticamente o si es una

respuesta al entrenamiento (El-Khoury, et al., 1996).

1.2 ORGANIZACION DEL MUSCULO ESTRIADO

La unidad bésica de la fibra muscular estriada es el sarcomero, observado
desde el punto de vista anatomico-funcional. Este se encuentra formado por los
microfilamentos de actina y miosina. Estos son los encargados de la generacion
de la tensién muscular y lo realizan gracias a la presencia de ATP, de calcio
ibnico y magnesio, entre otras moléculas. La tensibn muscular facilita la
contraccion del tejido muscular gracias a la union de puentes de miosina con los

lugares activos de actina (Conde et al., 2007).

Las fibras musculares se agrupan en unidades motoras y estas se
encuentran inervadas por una fibra nerviosa motora encargada de despolarizar
la membrana, dando origen a la contraccion muscular. Esta se realiza a través
de la liberacion de calcio iénico al sarcoplasma a través de los tubulos T. La
intensidad de la contraccibn muscular dependera de la cantidad de fibras
musculares reclutadas, lo cual a su vez depende de la magnitud de aplicacion
de fuerza necesaria para realizar el esfuerzo fisico demandado (Figura 2).
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llustracion 1: Unidades del sarcomero
Figura 2: Unidades del sarcémero

Fuente: http.//www.facmed.unam.mx/Libro-NeuroFisio/10-Sistema%20Motor/10a-
Movimiento/Textos/MuscAnatomia.html

Cada fibra muscular se encuentra rodeada de una membrana de tejido
conectivo llamada endomisio. Al grupo de fibras musculares se le denomina
fasciculo, el cual esta recubierto por tejido conjuntivo llamado perimisio. Los
distintos fasciculos constituyen un musculo y estan recubierto por la fascia

profunda, llamada epimisio (Figura 1).

1.3 CONTRACCIONES MUSCULARES

Existen diferentes tipos de contracciones musculares. En este estudio daremos

mas importancia a dos de ellas. La contraccion isotdnica, donde la tensién se
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asocia a cambios en la longitud de la fibra y la contraccion isométrica, en la que
no aparecen cambios de longitud. En el caso de la contraccion isoténica se
puede producir a su vez, una accion conceéntrica donde la fibra se acortay en la

contraccion excéntrica se produce alargamiento de la fibra (Conde et al., 2007)

En el proceso biolégico de contraccidén muscular por la accién de un
estimulo de extension, se producen tensiones y se acortan o bien estiran (o bien
pueden permanecer en la misma longitud) los musculos involucrados
(Silverthorn et al., 2016a; Silverthorn et al., 2016b). Estas contracciones
ocasionan la fuerza motora para que bien el musculo liso o bien el musculo
estriado pueda realizar sus funciones. Todo el sistema viene controlado por el
sistema nervioso central, donde el encéfalo controla las contracciones

voluntarias y la medula espinal los reflejos involuntarios.

La contraccidon muscular se produce gracias al desplazamiento de los
miofilamentos. La cabeza de la miosina de une a la actina originando el
desplazamiento. Ademas, la contraccibn se encuentra regulada por las
variaciones del calcio, el ATP y el magnesio. Por otra parte, para que la
contraccion sea efectiva las células musculares deben estar sincronizadas
gracias a las uniones tipo gap que permiten que pasen iones y se origine el

estimulo eléctrico.

1.4 MUSCULO ESTRIADO Y SU CONTRACCION

El musculo esquelético y cardiaco son musculos estriados debido a la
aparicion de estrias que se pueden ver al microscopio. Esto se debe a la
organizacién del patrén de bandas A e | que le confieren ese aspecto. En estado

de relajacion las fibras de actina y miosina presentes en los filamentos A, apenas
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se superponen entre si. Pero en estado de contraccion la actina se superpone
sobre la miosina y de esta manera se entrelazan las dos proteinas entre si. La
actina se encuentra recubierta de una proteina denominada troponina. La
contraccion depende del ion Ca?* del citoplasma, ya que al unirse a la troponina
deja libre los puntos de unién de la actina con la miosina. El musculo estriado se
encuentra inervado y producira los cambios en las contracciones de calcio. Tras
un potencial de accion sobre el musculo estriado esquelético se produce
liberacion de acetilcolina a la célula muscular. La acetilcolina se unird a su
receptor nicotinico ionotropico provocando despolarizaciéon de la membrana y
posteriormente transmitiéndose a lo largo del musculo. Involucra al reticulo
sarcoplasmico para producir la liberacion intracelular del calcio acumulado en su
interior. Ademas. Se produce una entrada de calcio extracelular por los canales
de calcio. Asi, se liberan los puntos de union de la actina que se unira a la miosina

y se producird la contraccién (Figura 3).
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Figura 3: Fuentes de calcio para la contraccion

Fuente: https://es.slideshare.net/reynerleon/musculo-8707626
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En el momento de la relajacion, las concentraciones de calcio disminuyen
y se rompen los enlaces y de esta manera el musculo deja de estar contraido.
Los enlaces se rompen debido a la accién del ATP que se hidroliza y ayuda a la
separacion de la miosina en la unién con la actina. La disminucién de calcio se
produce debido a la existencia de las bombas de calcio situadas en el reticulo
sarcoplamico. Se produce la hidrélisis de un ATP por cada dos de calcio que
entra al interior del reticulo. La salida del calcio desde el interior al exterior celular
a través de la membrana celular se realiza gracias al intercambiador Na-Ca de
la membrana. Si alguna bomba falla se produce la contraccion muscular

continuada o tetanizacion.

1.5 TIPOS DE CONTRACCIONES MUSCULARES

1.5.1 CONTRACCIONES HETEROMETRICAS O INOTONICAS

También se denominan contracciones isoténicas aunque no se producen
contracciones de igual tensidbn como su nombre podria indicar. En realidad su

tensién varia en los diferentes puntos del recorrido de la contraccién (Figura 4).
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Figura 4: Miograma de una contraccion muscular

Fuente: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:1012_Muscle_Twitch_Myogram.jpg

Las contracciones heterométricas son las mas comunes en las
actividades fisicas y de la vida diaria. Se producen en la mayoria de las tensiones
musculares acompafadas de acortamiento y alargamiento de las fibras

musculares. Se dividen en concéntricas y excéntricas (Silverthorn et al., 2016b).

1.5.1.1. Contracciones heterométricas concéntricas

Una contraccién concéntrica se produce cuando para superar una
resistencia, un musculo dado se tensa suficientemente. Debido a ello se acorta
produciendo el movimiento de una determinada zona del cuerpo y de esta
manera venciendo dicha resistencia. Un ejemplo seria cuando levantamos
cualquier objeto, se produce acortamiento muscular concéntrico debido a que los
puntos de insercion de los musculos se acortan o se contraen. En resumen, se

puede indicar que cuando los puntos de insercién de un musculo se acercan, la
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contraccion que se produce es concéntrica. En la figura 5 tenemos un ejemplo
observando una maquina de extensiones donde al levantar las pesas, los

cuadriceps se acortan produciéndose la contraccién concéntrica avanzada.

Figura 5: Mdquina de extensiones

Fuente: https://www.vitonica.com/musculacion/quia-para-principiantes-xxvi-extension-de-
piernas-en-maquina

1.5.1.2. Contracciones heterométricas excéntricas

En el caso de que una resistencia determinada sea mayor que la tension
producida por un mdasculo, éste se alargara y en este caso se estaria
produciendo una contraccion excéntrica. La tensién ocurrida en el muasculo
produce alargamiento y por lo tanto extendiendo su longitud. Por ejemplo, si bajo
un peine desde mi cabeza a la mesa, aqui el biceps braquial se contrae
excéntricamente. Ademas actuaria la fuerza de la gravedad, y el peine podria
caer al suelo. Para que no ocurra, el musculo se extiende contrayéndose en

forma excéntrica.
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En la figura 5, cuando bajamos las pesas, los cuédriceps se extienden,
pero se estd produciendo una contraccion excéntrica. Los puntos de insercién
del musculo cuadriceps se alejan, por ello decimos que se produce una

contraccion excéntrica (Silverthorn et al., 2016a).

1.5.2. CONTRACCIONES ISOMETRICAS

Isométrico significa igual longitud. En las contracciones isométricas el
muasculo permanece estatico no produciéndose ni acortamientos ni
alargamientos, pero el masculo sigue generando tension. En estas contracciones
el masculo permanece estético, sin acortarse ni alargarse, pero sigue generando
tensiéon. Ejemplo, si colocamos un peso en una mano y mantenemos el brazo
elevado sin variar su posicion. Se produce una tensién continua sin que en las

fibras musculares se produzca ni el alargamiento ni el acortamiento.

1.5.3. CONTRACCIONES AUXOTONICAS

En ellas se combinan las contracciones heterométricas con las
isométricas. Primeramente se produce en mayor medida la heterométrica,

mientras que al final de la contraccion se remarca mas la contraccion isométrica.

Un ejemplo es cuando trabajamos con aparatos extensores. Se estira
hasta un punto y en este momento el madsculo se contrae concéntricamente,
después mantenemos unos segundos estaticamente produciéndose la

isométrica y luego volvemos a la posicion inicial con otra excéntrica (Figura 6).
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Figura 6: Aparato extesor
Fuente:
https://www.insania.es/producto/musculacion,categoria,Extensor_de_musculacion,nombre,06
8-335:03103,fid

1.5.4. CONTRACCIONES ISOCINETICAS

Es una contraccion maxima a una velocidad constante en toda la gama
del movimiento. Son contracciones clasicas en las que no se necesita
aceleracion en el movimiento. Se da en deportes con velocidad constante y
uniforme, como la natacién donde si aumentamos la fuerza, el agua produce un
aumento de la resistencia. Para estos deportistas se han desarrollado aparatos

especificos.

1.6. LESIONES DEL TEJIDO MUSCULAR ESTRIADO (NOTEXINA)
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Las lesiones del tejido muscular estriado, en especial el dafio
mecanicamente inducido debido a contusiones o laceraciones, son muy
comunes en la practica deportiva, ya sean accidentales o de accién deliberada

directa.

El veneno de serpiente es una mezcla compleja de proteinas y
polipéptidos con una amplia gama de actividades farmacolégicas. Las proteinas
y polipéptidos constituyen ~95% del peso seco del veneno (Tu, 1996). Existen
diferencias significativas en la composicibn del veneno entre especies
estrechamente relacionadas o incluso entre las mismas especies de diferentes
origenes geograficos (Queiroz et al.,, 2008; Salazar et al.,, 2009). Las
cardiotoxinas (un inhibidor de la quinasa C) y (una fosfolipasa A2), extraidas de

venenos de serpiente, son las miotoxinas mas comunmente utilizadas.

La Notexina es una neurotoxina presinaptica de tipo fosfolipasa A2 y esta
es purificada del veneno de Notechis scutatus scutatus. Es una proteina basica
con 119 aminoacidos y 7 puentes disulfuro (Westerlund et al. 1992). Aparte de
su neurotoxicidad presinaptica, que bloquea la transmision neuromuscular al
afectar la liberacion de acetilcolina, posee actividad fosfolipasa A2 y miotoxicidad
(Rigoni et al. 2004; Plant et al. 2006). Los analisis por rayos X revelan que la
Notexina es estructuralmente homologa a la enzima fosfolipasa A2 de los
mamiferos y también del veneno de serpiente (Westerlund et al. 1992).

Para producir dafio en el masculo experimental. Entre todas las toxinas
del veneno, las toxinas enziméaticas fosfolipasa A2 (PLA2) y la l-aminoacido
oxidasa (LAAO) se encuentran en todas partes en Elapidae y Viperidae, por lo
que las PLA2 son las toxinas enzimaticas mas abundantes, segun revela el

proteoma del veneno de serpiente. La Notexina bloquea la transmision
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neuromuscular por inhibicion de la transmision de la acetilcolina. Su actividad
hidrolitica provoca la hidrodlisis de los fosfolipidos de la membrana plasmaética,
pérdida de gradientes de iones e hipercontraccion (Dixon et al., 1996; Harris et
al., 1974).

El uso de la Notexina, como una de las miotoxinas mas utilizadas en
experimentacion, se debe a que la degeneracion inducida por estos agentes ha
sido descrita como rapida, vigorosa y reproducible (Dixon et al., 1996). Ademas,
las toxinas del veneno se han reconocido como agentes toxicos bastante
especificos en las fibras musculares, sin socavar los vasos sanguineos, la lamina
basal y, por lo tanto, la actividad de las células satélite (Dixon et al., 1996; Harris
et al 1974; Hardy et al., 2016). Esta accion bastante especifica puede permitir la
diseccion de eventos regenerativos en un modelo simplificado de lesién
muscular y en el estudio del comportamiento de los actores celulares y el perfil

de los actores moleculares en la regeneracion muscular.

Las inyecciones intramusculares de Notexina provocan sisteméaticamente
necrosis monofasica del tejido muscular, seguida inmediatamente por una
regeneracion secuencial y sincronica caracterizada por infiltracién de neutréfilos
y macrofagos. Posteriormente aparecen los mioblastos que se fusionan para
formar miofibras. La inflamacién notablemente seguida presenta una cinética
parecida a otras miotoxinas, pero con mayor gravedad. Durante el proceso de
dafio, se observa produccion de citosinas que, en el caso de la Notexina en
contraste con otros agentes miotoxicos, nunca se restablece a niveles normales.
Esto sugiere que persiste una inflamacion, existente a pesar de una apariencia

normal del tejido muscular (Hardy et al., 2016).
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Referente a las lesiones vasculares presentes tras la inyeccion con
Notexina, estas se consideran graves y con una reaccion inflamatoria
granulomatosa que explicaria las diferencias en la cinética de regeneracion
observada entre los diferentes agentes miotoxicos. Los parametros criticos
usados en este trabajo para la eleccion del agente miotoxico fue la supervivencia
y la expansion de las células satélites, los tipos de citosinas y los niveles de
expresion y cinética inflamatoria. Todos ellos mas graves y acusados en el caso

de la Notexina.

Las ratas a las que se les aplica Notexina presentan después de 12 dias
de la lesion, calcificaciones multifocales de miofibras necrotizadas que provocan
una reaccion granulomatosa periférica con células multinucleadas gigantes.
Estas fibras mineralizadas permanecen incluso 6 meses después de la lesion,
ya que el reclutamiento cronico y la activacion de macréfagos ocurren incluso en
el tejido muscular preservado y completamente regenerado después de la lesion.
Es probable que esta inflamacién cronica multifocal sea responsable de
alteraciones del perfil de expresion de citoquinas / quimiocinas en el musculo
regenerado, en comparacion con otros modelos de lesiones. EI comportamiento
de las células satélite residentes o trasplantadas esté influenciado por el mayor
nivel de IL-6, que favorece la diferenciacion sobre la auto-renovacién (Hardy et
al 2016; Price et al., 2014; Doles et al., 2014)

Existen diferentes tratamientos apropiados a segun qué tipo de lesién. La
variedad de los tipos de lesion han complicado los tratamientos. Ejemplos
podrian ser la extension, severidad de la herida, grupo muscular afectado,
musculo concreto afectado. Por otra parte, el conocimiento profundo de los
mecanismos bioquimicos involucrados en el proceso inflamatorio y anti-
inflamatorio. Por lo tanto se expande el foco de atencion investigativo a terapias
efectivas, con la idea de mejorar las diferentes posibilidades para descubrir
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tratamientos adecuados para los tipos diferentes de lesiones abordando el

proceso celular involucrado en su recuperacion.

1.6.1. CLASIFICACION SEGUN MECANISMO ASOCIADO

Las lesiones musculares indirectas tienen lugar de manera
predominantemente en musculos biarticulados, de accidén excéntrica, con alta
proporcion de fibras tipo Il y por lo general, cercanas a la union muasculo-
tendinosa. Los musculos afectados con mayor frecuencia son los rectos
femorales, cuédriceps, gastrocnemio medial, semitendinoso, semimembranoso,
biceps crural (Figuras 7) y aductores. Menos frecuentes son: pared abdominal,
gluteos, pectoral, musculos del brazo y antebrazo (Travieso, 2005; Resnik and
Kang, 2000).
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Figura 7: A) Cuddriceps, B) gastrocnemio, C) isquitiviales

1.6.1.1. Lesiones musculares directas

1.6.1.1.1. Contusién muscular

Son las que corresponden a una compresion muscular debido a un
traumatismo directo. Se produce con el choque de la masa muscular contra una
superficie dura y el hueso. Se dan mayoritariamente en deportes de contacto,
como el boxeo, y en accidentes de automovil (Resnik and Kang, 2000) (Figura
8).
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Figura 8: Contusion muscular

Fuente: https://www.onlinepersonaltrainer.es/general/tratamiento-de-la-contusion-muscular/

1.6.1.1.2. Laceracién muscular

En la laceracion se producen lesiones penetrantes y se detectan en
mayor medida en politraumatismos (Streit et al., 2015 et al., 2007) (Figura 9).
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Figura 9: Laceracién muscular

Fuente: https://ecografiadeportiva.com/contuso-laceracion-muscular-subfascial/
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1.6.1.2. Lesiones musculares indirectas

1.6.1.2.1. Lesiones por elongacion

Se producen cuando se genera fuerza intrinseca producida por una
contraccion repentina del masculo. La lesion principal es el edema (Travieso,
2005), donde se produce un foco de distension sin apreciarse rotura fibrilar o
contractura. Por otra parte, puede estar presente en cualquiera de las lesiones
por elongacién (Figura 10). La elongacion se encuentra muy relaciona con la
elasticidad muscular, ya que a mayor elasticidad, existe menor resistencia al
movimiento y por lo tanto menor posibilidad de ocasionarse una lesion. No
aparece dolor en reposo, aunque la lesion abarque a la fascia muscular total,

pero si cuando el musculo entra en accion.

Elongacion

Desgarro

Ruptura

Figura 10: Elongacion, desgarro y ruptura

Fuente: https://www.hsnstore.com/blog/aprendiendo-diferenciar-las-lesiones-musculares-su-
tratamiento-especifico/
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1.6.1.2.2. Lesiones musculares estructurales

Una rotura muscular se produce cuando hay una rotura de las fibras
musculares que provoca un dolor repentino, normalmente a causa de una
contraccion o elongacion (estiramiento) violenta del musculo. Ocurre con mas
frecuencia en personas que practican algun deporte habitualmente. Las zonas
en las que se producen con mayor asiduidad estas lesiones son la espalda y los
musculos posteriores de la pierna y en los gemelos. Pueden producirse roturas

parciales o totales.

1.6.2. CLASIFICACION SEGUN DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Se clasifican en tres grados segun el dafio producido al masculo y el dolor
detectado por el paciente (Resnik and Kang, 2000)

1.6.2.1. Distension muscular, grado |

Se produce cuando a un musculo se le ocasiona una elongacion hasta su
limite maximo o por encima de ese valor. El paciente detecta dolor severo sin
ser puntual y por lo tanto, sin encontrar un punto preciso de mayor dolor (Resnik
and Kang, 2000). Son lesiones microscopicas vistas anatomicamente, e
involucran menos del 5% del espesor total del masculo. En estas lesiones
aparecen pequefios huecos repletos de liquido serohematico que rellenan el
vacio que han dejado las zonas de retraccién de las miofibrillas consecutivas a
la posicion de la microrrotura. Ademas pueden estar rodeadas de edemas
musculares. Son dificiles de detectar con el ecografo debido a su pequefio
tamafio (Figura 11)
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Figura 11: Lesion por elongacion grado |

Fuente: https.//scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50717-93082002000300006

1.6.2.2. Desgarro parcial, grado I

En ella la elongacion es mucho mayor que en el grado I. La lesiéon es mas
extensa y el musculo llega mas alla del limite maximo de su elasticidad. Ocurre
en mas del 5% del espesor muscular. En el momento en el que la lesion se
produjo, el paciente refiere un chasquido claro con dolor focalizado en un punto
determinado. Si el musculo es superficial puede ocasionarse con el tiempo

equimosis (Figura 12).
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Figura 12: Esquimosis

Fuente: https://www.efisioterapia.net/articulos/distension-muscular

La ecografia permite diagnosticar la aparicion de un area discontinua con
disrupcion de los septos fibroso-adiposos. Por esta razén se detectan hendiduras
entre las fibras donde se encuentra un hematoma (Figura 13).

Figura 13: Desgarro parcial gemelo medial. Flecha, corte transversal

Fuente: https.//scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50717-93082002000300006
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1.6.2.3. Desgarro completo, grado Il

Se produce en el vientre completo del masculo, con separacién completa
de los cabos musculares por retraccion e interposicion de hematoma (Verdugo,
2004; Resnik and Kang, 2000) (Figura 14). Es muy comun la presencia de

equimosis y puede detectarse en la palpacion.

Figura 14: Desgarro grado Il

Fuente: https://www.apunts.org/es-lesiones-musculares-el-deporte-actualizacion-articulo-
X0213371715389042

1.6.3. EL HEMATOMA

En la rotura muscular aparece un sello caracteristico y es el hematoma.
Su tamafio nos indica la extension de la lesion, dandonos una idea de la
gravedad de la lesibn. Ademas puede aparecer intermuscularmente con

presencia de sangre entre los planos de las fascias de ambos musculos.
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En la ecografia el hematoma puede variar segin el momento en el que se
hace el estudio. Se puede ver de manera difusa e hiperecogénica la hemorragia

activa o reciente (Figura 15).

Figura 15: Hemorragia intramuscular reciente

Fuente: https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50717-93082002000300006

Después de unas pocas horas, el sangrado aparece como una masa
homogénea e hipoecogénica. Posteriormente las células, el suero y la fibrina
pueden aparecer separados y encontrarnos con un nivel liquido-liquido. Cuando
ya han pasado varios dias, el aspecto es uniformemente anecogénico. En un
tiempo mas o menos variable, segun el dafio presente, se reabsorben (Figura
16). El tiempo de evolucion de los desgarros es, dependiendo del dafio, entre 3
y 17 semanas y en su curacion intervienen la cicatrizacion fibrosa y la capacidad

del musculo a la regeneracion (Resnik and Kang, 2000).

En el tratamiento tradicional se estimula la regeneracién para impedir la

cicatrizacion, la cual dara en udltimo término, un menor volumen muscular con
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una disminucién de la funciébn debida a que la cicatrizacion es elastica y

predispone a la aparicién de nuevas lesiones.

Figura 16: Hematoma en fase liquida difusamente anecogénico

Fuente: https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50717-93082002000300006

1.6.4. DOLOR MUSCULAR DE PRESENTACION TARDIA (DOMS)

La definicion de este dolor no se ha modificado significativamente desde
el siglo XX cuando fue descrita (Travieso et al., 2005). Ademas su etiopatogenia
todavia se desconoce en la actualidad (Streit et al., 2015 et al., 2007). El dolor
muscular tardio ha sido experimentado alguna vez por la gran mayoria de las
personas adultas. El dolor aparece en horas o dias después de un ejercicio de
forma extenuada o al que no esta acostumbrado el individuo y normalmente dura
unos 5 a 7 dias y presenta autolimitacion. Usando ultrasonidos podemos ver
incremento del masculo daflado acompafiado de aumento de la ecogenicidad

debida al edema.
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1.6.5. SINDROME COMPARTIMENTAL

Se produce un aumento de presidn en una zona anatomica de espacio
definido que ocasiona lesidbn de manera irreversible y que compromete a las
estructuras confinadas, como estructuras neurales, vasculares y musculares.
Sus causas pueden ser multiples, debido a que ante cualquier situacién que
produzca un aumento o disminucion del volumen compartimiento puede
ocasionar sindrome compartimental, entre ellos las fracturas, las quemaduras y
los traumatismos acompafados de hemorragias. La presencia del aumento de
presion conlleva a obstruccion venosa e isquemia nerviosa y muscular con un

final de aparicion de la necrosis.

Se puede ver, mediante ultrasonografia, un incremento importante del
volumen del masculo con fascia abombada y pérdida el patrén fibrilar normal.
Ademas, por resonancia magnética se aprecia tumefaccion del miembro
afectado y cambios de la sefial en los musculos del compartimiento. En etapas
posteriores y tardias se aprecian areas pequefias de necrosis muscular (Streit et
al., 2015 et al., 2007).

1.7. EVOLUCION Y RECUPERACION DE LAS LESIONES

1.7.1. LA CICATRIZ FIBROSA

Se produce por evolucion de manera natural de un desgarro muscular
donde la curacion se lleva a cabo, en gran medida, por la cicatrizacién fibrosa.
Usando ultrasonido o resonancia magnética, se aprecia una imagen retractil y
estrellada asociada a una disminucion del volumen, acompafiada de atrofia

muscular en las areas contiguas a la cicatriz.
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1.7.2. MIOSITIS OSIFICANTE

Cuando se produce un hematoma intramuscular las contusiones
musculares pueden osificarse por calcificacion. A este proceso se le denomina
miositis y es una osificacion ocurrida tras el trauma sin aparicion de inflamacion,

por lo que su nombre no es el mas adecuado.

Es especialistas que realiza deportes de contacto es muy frecuente. De
todas maneras, un 40% de los casos no presenta un problema traumatico claro.
Se localizan frecuentemente en el muslo y en la pelvis y su aspecto puede variar
dependiendo del momento en que se realice el examen médico (Resnik, 2000).
En el primer mes aparece una masa capaz de cambiar la estructura del patrén
fibrilar muscular. Posteriormente aparecen las calcificaciones comenzando
desde la periferia y continuando hacia el centro (Figura 17). A las 5 0 6 meses

se llega a la osificacion (Figura 18).
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Figura 17: Calcificacion partes blandas

Fuente:
https://www.researchgate.net/publication/259143699 Miositis_osificante_traumatica/figures
?lo=1

Figura 18: Miositis osificante

Fuente: https://www.diagnosticojournal.com/articulos/397/miositis-osificante
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1.7.3. HERNIACION MUSCULAR

Se produce tras un defecto muscular situado en la fascia muscular que lo
envuelve que ocasiona herniacion local. Se da con mayor prevalecia en las
extremidades inferiores y especialmente en el compartimiento de la tibia anterior.
Se utiliza la ultrasonografia para el diagnostico, debido a que al pedir al paciente
que contraiga el musculo se demuestra la hernia de una manera dinamica (Streit
et al., 2015 et al., 2007; Resnik and Kang, 2000; Laiz Diez et al., 2017) (Figura
19).

Figura 19: Herniacion muscular

Fuente: Revista chilena de cirugia. 2017. 69. 171-173

1.8. PROCESO INFLAMATORIO POST-LESION

Una de las respuestas mas importantes del sistema inmunologico a la

lesion es el proceso inflamatorio. Esto se debe a su mecanismo consistente y
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que perdura en el tiempo de manera independiente a la causa que origino la
herida (Duchesne et al.,, 2017). Se identifican tres fases distintas, la fase de
destruccion (del primer al octavo dia), la fase de reparacion (del sexto al vigésimo
tercer dia) y la fase de remodelacién (del décimo cuarto al trigésimo dia o incluso
mas) (Schmidt, 2018). Es posible que las fases indicadas presenten en detalle

diferencias mas o menos importantes debido a los mecanismos de lesion.

La magnitud de la respuesta inflamatoria depende de dos factores
basicos: La extension del dafio fisico y del grado de vascularizacién del
segmento muscular en el momento de producirse la lesién (Smith et al., 2008).
En las diferentes fases intervienen las células no musculares, como los fagocitos,
macrofagos tisulares, citoquinas y factores de crecimiento. Todos ellos juegan
un papel primordial en el proceso inflamatorio, en la recuperacion y en la
regeneracion de la lesion muscular, pero también en el dafio secundario
producido durante el proceso inflamatorio. Ademas, el papel de todos estos
factores todavia esta por dilucidar completamente (Tidball, 1995), pero se sabe
que ciertas sustancias pueden funcionar como hormonas de la herida,
provocando el inicio del proceso inflamatorio (Interleukina-1, factor de necrosis
tumoral, etc). Los macrofagos tisulares son especiales ya que en el masculo son
activados por el mecanismo de lesion, produciendo quimiotaxis para las células

inflamatorias que discurren por la circulacién.

1.8.1. DANO VASCULAR

La vascularizacion del muasculo esquelética normalmente no se ve
interrumpida tras una contusiéon leve. En ella se produce dilatacion de las
arteriolas de la zona afectada por la herida, produciéndose un aumento del flujo
sanguineo. La vascularizacion tras lesion leve puede inducirse mediante dos

mecanismos. Primero, por vasodilatacion producida por la liberacion de
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histamina de las células del &rea dafiada. Esta liberacidn originard un incremento
en la permeabilidad capilar a través del aumento de los poros capilares del
endotelio vascular. Se producira un incremento en el nimero de leucocitos
fagociticos y en los niveles de proteinas del plasma. Ambos aumentos son
esenciales en la respuesta inflamatoria ocasionada tras la lesion (Tidball, 1995).
Un segundo mecanismo de vasodilatacidén se produce debido a la ruta del factor
de crecimiento del endotelio vascular-6xido nitrico (VEGF-NO) (Wang et al.,
2005). EI factor VEGF puede segregarse por las células endoteliales, los
fibroblastos o los macréfagos y lo hacen en respuesta bien a la hipoxia, factores
de crecimiento, estrés oxidativo o bien al nivel de citoquinas existente. Provoca
activacion de la via del 6xido nitrico (NO) y 6xido nitrico sintetasa (NOS) para

mayor vasodilatacion.

En otro orden de cosas, nada mas producirse una lesion severa aparece
la vascularizacion extensamente comprometida y ademas se inicia un proceso
para controlar los dafios existentes. Las plaquetas del plasma se adhieren al
colageno cambiando a plaquetas activas e iniciando la liberacién de mediadores
pro-inflamatorios como histamina, serotonina y tromboxano A2. Posteriormente
se crea la formacion plaquetaria y el control hemorragico. Después las células
inmunes se dirigen, por quimiotaxis, desde la sangre al tejido dafiado, donde

intervienen en la respuesta localizada inflamatoria.

Las células inmunes circulantes recorren el endotelio hasta interactuar
con los proteoglicanos de sulfato de heparina produciéndose una ralentizacion
del movimiento de las células inmunes circulantes en su interaccion con el
endotelio. Ademas, posteriormente las citoquinas interaccionan y provocan una

rapida adhesion en el endotelio dependiente de integrinas (Figura 20).
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Figura 20: Respuesta celular posterior a la lesion muscular

Fuente: Carlos Colmena Zaragozd

Inmediatamente después de la lesion, aproximadamente dentro de la
primera hora, predomina la infiltracién de células neutréfilos. Su pico ocurre entre
las 24 y 48 horas y puede seguir elevado hasta cinco dias después de la lesion
(Tidball, 1995). La dominancia en neutrofilos se debe a la acumulacion en sangre
de un gran numero de neutréfilos preformados y de nueva creacidn que
provienen de la médula ésea. Esta acumulacién es estimulada por la liberacion
de mediadores quimicos producidos por la zona inflamada (Figura 20) que
incluyen prostaglandinas, leucotrienos, componentes complementarios (C5) y
factores liberados por la actividad de las plaquetas, como son la histamina, el

tromboxano A2, etc.

Después de la lesion los neutréfilos pueden contribuir a los eventos de
dos formas. O bien limpiando los desechos tras la necrosis, debido a su funcio
fagocitica, o bien magnificando el proceso inflamatorios mediante la liberacion
de mediadores pro-inflamatorios, como la interleuquina 1 (IL-1) o la interleuquina

6 (IL-6). Por lo tanto, tanto neutréfilos como fagocitos realizan una funcién crucial
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en las fases tempranas de la respuesta inflamatoria después de una lesion
muscular. Por otro lado, estos elementos pueden producir dafios adicionales en
el tejido muscular, ocasionando dafios al tejido sano adyacente. A este proceso

se le conoce como, dafio muscular secundario.

1.8.2. DANO MUSCULAR SECUNDARIO

Es un dafio ocasionado de manera secundaria al tejido sano circulante a
la lesion. Puede producirse por diferentes procesos celulares y bioquimicos
activados en respuesta a la lesion primaria. No parece estar relacionado con el

tipo de lesién pero si con la severidad del dafio primario.

Los neutrofilos no presentan un papel importante en la recuperacion
muscular pero parece haber una relacion clara entre el dafio secundario y la
presencia de neutréfilos (Tidball, 1995). Ademas, durante el proceso de
fagocitosis, los neutrofilos producen gran cantidad de radicales libres
ocasionando un aumento del estrés oxidativo. Por otra parte, la disminucion en
neutroéfilos previa a un cuadro de isquemia y reperfusion, ha demostrado una
reduccion en el dafio muscula del 40% en el musculo estriado (Kyriakides et al.,
1999), indicando el papel de los neutréfilos en el dafio muscular secundario. De
la misma forma se ha demostrado que bloqueando la cadena respiratoria de los
neutroéfilos se puede conseguir reduccién del dafio miofibrilar (Toumi et al., 2006).
No hay que olvidar que la fagocitosis involucra a las enzimas lisosomales y por
lo tanto también puede intervenir en el proceso, siendo los responsables de la
digestion fagocitaria. Determinados autores indican que podria ocurrir una
liberacién accidental de las enzimas lisosomales hacia el espacio extracelular,
ocasionado por las células muertas o en proceso de muerte. Por otra parte, los
lisosomas son capaces de liberar su contenido causado necrosis (Merrick, 2002).

Por otra parte, los lisosomas son los responsables de al menos el 40% de la
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atrofia muscular posterior a un dafio. Los lisosomas activos suelen estar en las
zonas de macrofagos, realizando su funcion fagocitica, en las &reas donde hay
fibras necroticas, mientras que los lisosomas situados en tejido muscular sano

no aparecen activos (Farges et al., 2002).

1.9. RESOLUCION DE LA LESION MUSCULAR

La resolucién de la lesidn se inicia cuando el nimero de neutrofilos comienza a
disminuir en la zona dafada (Jarvinen et al., 2005). Esta es multifacética con
numerosos procesos divididos en tres fases: resolucion de la inflamacion,

angiogénesis y reparacion del tejido muscular dafiado.

El principal papel de los macréfagos es eliminar los desechos celulares,
pero este puede no ser su Unico papel (Honda et al., 1990; Summan et al., 2006).
Estas células pueden dividirse en diferentes subtipos segun los marcadores de
superficie que presenten. Se nombran dependiendo del tipo de tejido donde
aparecen, como por ejemplo ED1+ (la mayoria de monocitos y macrofagos)
ED2+ (macréfagos residentes dentro del tejido objetivo) y ED3+ (macrofagos
usualmente confinados al tejido linfatico). Después del dafio, los diferentes
subtipos aparecen en la herida en diferentes momentos secuenciales en el

tiempo, demostrando que cumplen diferentes funciones (Jarvinen et al., 2007).

Actualmente adn es necesario aclarar el papel que los macrofagos
realizan en la recuperacion tras la lesion muscular y parece claro que las terapias
gue afecten o inhiban a los macrofagos durante la fase de recuperacion muscular

pueden conllevar problemas de tiempo de recuperacion.
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El proceso de recuperacidbn comienza tardiamente, unos siete dias
después de la lesion (Huard et al., 2002). Las células satélites del tejido muscular

son las que juegan el papel principal en el proceso de regeneracion (Figura 21).

Figura 21: Células satélites

Fuente: http://athleticperformance.es/las-celulas-satelite-en-el-musculo-esqueletico-humano-
desde-el-nacimiento-hasta-la-vejez/

Estas células se encuentran entre las ldminas basales y el sarcolema.
Actualmente dos teorias intentan explicar la activacion de las células satélites
durante la regeneracion. La primera indica que es la destruccion de la integridad
del sarcolema y de la lamina basal la que activa la migracion de las células
satélites (Qu-Petersen et al.,, 2002; Bischoff and Heintz, 1994; Hurme and
Kalimo, 1992). La segunda teoria incide en que la liberacion de citoquinas por
las células inflamatorias, citoquinas como IL-1p e IL-6, puede producir la

activacion de las células satélites (Zammit and Beauchamp, 2001).

Las células satélites son pequefas y de escaso citoplasma, poseen un

solo nucleo con una red cromatica mas gruesa y densa que la de los nucleos de
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las células musculares. Ademas, constituyen la fuente potencial de nuevos
mioblastos capaces de fusionarse y formar nuevas fibras musculares (Figura 22).
Después de la activacion de las células satélites, proliferan y se diferencian en
unos diez dias. Esta proliferacion produce precursores miogénicos como los
mioblastos, que al proliferar y diferenciarse se fusionan en miotubulos

multinucleados, miofibrillas inmaduras y, segun sea necesario, miofibrillas

maduras.
Actlvacmn . Proliferacién ‘. Diferenciacién ' . .
Célula Mioblasto
satélite Mioblastos

Miotubos

Figura 22: Activacion, proliferacion y diferenciacion de células satélite

Fuente: Carlos Colmena

En la regeneracién se produce liberacion de diferentes factores de
crecimiento en el lugar de la lesién. Estos factores juegan un papel primordial en
la proliferacion y diferenciacion de los mioblastos. Podemos nombrar como los
mas importantes, el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), el factor
de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Yamanouchi et al.,
2000).

1.9.1. FIBROLISIS MUSCULAR
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Definimos la fibrosis muscular como la sustitucién del tejido muscular por
tejido fibroso o acumulacion de fibras de colageno. La regeneracion que ocurre
tras una lesion del masculo estriado, de forma muy comun, puede degenerar en
un proceso de fibrosis. En ella hay una excesiva proliferacion de componentes
de la matriz extracelular. Este proceso comienza en unas dos semanas tras la
lesion y se acelera hasta, mas o0 menos, la cuarta semana. El fibroblasto es el
tipo celular predominante en la matriz extracelular y las proteinas mas
importantes incluyen distintos tipos de colageno, como tipo | y I, glicoproteinas

y proteoglicanos.

Determinados factores estimulan la proliferacion de la matriz extracelular
y son capaces de inhibir la regeneracion musculo-esquelética. Entre los mas
importantes estan, el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de
crecimiento transformado B-1 (TGFB-1) y la mioestatina. Son producidos y
liberados por los neutréfilos, macréfagos y los precursores miogenéticos e
incluso liberados en las primeras 72 horas posteriores a la lesion (Yamanouchi
et al., 2000). Cabria pensar que una intervencién temprana sobre los neutrofilos
especialmente, podria disminuir la proliferacién de la matriz extracelular y la

fibrosis.

Si no existe limite al desarrollo en cascada de la fibrosis, la actividad de
los miofibroblastos no cesa, produciéndose a su vez un incremento en matriz
extracelular. Obviamente se deteriora la arquitectura normal del tejido muscular
dando como resultado una menor funcionalidad del musculo estriado (Chal and
Pourquié, 2017). Esto explicaria la perdida de flexibilidad, fuerza y la propension
mayor a las roturas en la zona de lesién. La matriz extracelular reemplaza al

hematoma que ocupaba la brecha de miofibras necréticas.
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En el inicio, el tejido fibrético consigue afianzar la zona del tejido muscular
danado, siendo muy positivo. Pero, a causa de que la matriz extracelular no deja
de crecer, el tejido fibrético se vuelve cada vez mas denso impidiendo la
regeneracion de las miofibras (Figura 23). Este proceso puede ocurrir por tres

mecanismos.

1.- La proliferacion de la matriz extracelular confina el crecimiento

regenerativo de las miofibras (Li and Huard, 2002; Sass et al., 2018).

2.- El tejido fibrético, cuando esta denso, disminuye la elasticidad de las
fibras y vuelve al musculo a ser mas propenso a una nueva lesion en la misma

zona.

3.- El tejido fibrotico inhibe la capacidad de los nuevos axones de llegar
hasta las fibras musculares, desarrollandose mas la denervaciéon y la atrofia

muscular.

Figura 23: Fibrosis progresiva

Fuente: https.//www.analesdepediatria.org/es-fibrosis-progresiva-del-cuadriceps-articulo-
13096169
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El factor TGFB-1 juega dos papeles importante en el proceso de la fibrosis.
Primero, su sobre expresion es la principal causa de fibrosis. En segundo lugar,
es el factor que inicia y mantiene en el tiempo la cascada de fibrosis dentro del
musculo estriado (Sass et al., 2018). Por otra parte, un exceso de este factor
produce inflamacion crénica, fibrosis y acumulacion de matriz extracelular. Dos

mecanismos lo explicarian (Seeland et al., 2002; Ismaeel et al., 2019).

1.- El factor TGFB-1 estimula la produccion de proteinas de la matriz

extracelular y a la vez bloguea su degradacion.

2.- El factor TGFB-1 promueve la diferenciacion de precursores
miogenéticos del linaje de los miofibroblastos mas que de los mioblastos y asi,
favoreciendo la formacién de elementos fibrosos mas que la regeneracion

muscular esquelética (Ismaeel et al., 2019).

Fundamentalmente la expresion del factor TGFB-1 en el musculo
esquelético puede jugar un papel muy importante en la cascada de la fibrosis

gue sigue al dafio muscular (Tabla 1).
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PROCESO PATOLOGICO POSTERIOR A LA LESION MUSCULAR

Lesion muscular

Degeneracion

Inflamacion

Regeneracion

Fibrosis

Destruccion de la membrana celular con liberacion

de calcio y formacion de hematoma

Necrosis y autodestruccion con la posterior

liberacion de mioblastos

Infiltracién celular (neutréfilos, macrofagos vy
linfocitos) que producen desbridacion del tejido
necrotico y promueven la liberacion de factores de

crecimiento.

Mioblastos proliferan y se fusionan dentro de las

miofibrillas

Sobreexpresion de moléculas, como TGF-31,
estimulando proliferacion de fibroblastos vy
sobrecrecimiento de la matriz extracelular y el

tejido conectivo

Tabla 1: Proceso patoldgico posterior a una lesion

Fuente: Carlos Colmena. Modificado de Current Opinion Orthopedic, 2001

1.10. TERAPIAS DE RECUPERACION DE LA LESION

1.10.1. TERAPIA TRADICIONAL

Dependiendo de la severidad de la lesion, el tratamiento tradicional
recomendado varia. Actualmente, para lesiones leves a moderadas se usan
diferentes tratamientos, como son, el principio RICE (siglas en ingles de
descanso + hielo + compresion + elevacién), farmacos anti-inflamatorios no

esteroideos, movilizacién y ultrasonido. Aun asi, la frecuencia de adherenciolisis
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se produce en cerca del 44% de los pacientes (Connolly et al., 2015). Ademas el
riesgo se ha correlacionado con la cantidad de tejido cicatrizado. De esta

manera, la efectividad de este tratamiento esta en controversia.

1.10.2. USO DE ANTIOXIDANTES

Son usados para prevenir la necrosis y la degeneracion muscular. Tras
una lesion muscular se producen radicales libres debido al hematoma. Estos
exacerban la necrosis muscular expandiéndose a zonas no dafiadas colindantes
de las miofibras. La terapia adecuada para limitar la necrosis producida por el
incremento de radicales libres, es la reduccion de los mismos. El uso de
antioxidantes, tales como la vitamina C, la vitamina E y el N-acetil-cisteina, puede
ayudar si se ingieren antes de la realizacion de una actividad deportiva. Sin
embargo, el resultado de los estudios con estos antioxidantes no han sido nada
prometedores (Beaton et al., 2002)

1.10.3. USO DE FACTORES DE CRECIMIENTO HUMANO

Para mejorar la regeneracion muscular con el fin de conseguir que la
balanza se incline de la fibrosis a la regeneracion, se debe mejorar la actividad
de las células satélites musculares, aumentar la proliferacion de mioblastos y

otros importantes precursores mitégenos.

Respecto a los factores de crecimiento mas estudiados y que se han
caracterizado como potenciales mitdgenos mioblasticos, incluyen IGF-1, bFGF,
el factor de crecimiento nervioso y el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (Menetrey et al., 2000; Mu et al., 2018). El mayor activador para la
estimulacion de las células satélites es el IGF-1, que ademas es un mediador
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critico en el crecimiento del musculo esquelético (Florini and Ewton, 1990;
Snijders et al., 2015). Se ha demostrado que sobreexpresando IGF-1 humana
en ratones transgénicos genéticamente manipulados, se detecta hipertrofia
muscular (Coleman et al., 1995). Ademas, la administracion de IGF-1 a pacientes
ancianos disminuye la atrofia muscular asociada al envejecimiento (Rivas et al.,
2014).

1.10.4. DROGAS ANTI-INFLAMATORIAS NO ESTEROIDEAS

Los AINEs o NSAIDs como se denominan en inglés (Non Steroid Anti-
Inflammatory Drugs), han sido usados en el proceso inflamatorio con el objetivo
de una intervencion terapéutica adecuada para conseguir la recuperacion de la
lesion muscular. Los NSAIDs son un grupo de drogas diverso, con una funcion
principal, el blogueo de la via de accion de la proteina Ciclooxigenasa (COX),
con la consiguiente eliminacion de la formacion de las prostaglandina. Existen
tres isoformas de la proteina COX. La COX-1 que es constitutivamente activa y
gue juega un papel importante en la homeostasis. Ademas, posee un papel
secundario en la inflamacion temprana. La COX-2 no es constitutiva y debe ser
inducida y juega un papel principal en la mediacion del proceso inflamatorio y del
dolor asociado a la lesion (Murakami et al., 2000; Vane and Botting, 2003). La
COX-3 es la menos estudiada y juega un papel importante en el proceso febril
(Schwab et al., 2003).

Los NSAIDs bloquean de manera inespecifica la via de las COX, por lo
que han sido asociados a complicaciones severas, como dafio hepatico,
sangrado gastrointestinal, fallo cardiaco y disfuncion renal (Feenstra et al., 1997;
Shim et al., 2016). Actualmente, se han desarrollado NSAIDs que son capaces
de bloquear de manera especifica la isoforma COX-2, reduciéndose la severidad

y la frecuencia de efectos secundarios (Marsico et al., 2017).
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Los mecanismos que presentan los NSAIDs para reducir la respuesta
inflamatoria son varios. Son capaces de disminuir la concentracion de
prostaglandinas, que tienen un papel como mediadores del proceso inflamatorio
(Trappe et al., 2001; Vellani et al., 2017), ademas suprimen la formacion de
radicales libres, inhibiendo la produccién de superoxidos y ON (6xido nitrico). Por
otra parte, juegan un papel en la reduccion de la inflamacién ya que bloquean la
sefial intracelular activada por las células inflamatorias e inhiben la agresion de

los neutréfilos.

1.10.5. MASAJE Y SUS TECNICAS

El masaje terapéutico se utiliza en el tratamiento de trastornos
neuromusculares y musculoesqueléticos, permitiendo la eliminacién de toxinas,
activando la circulacion sanguinea y linfatica y ayudando a un mejoramiento en
el aporte de oxigeno a los tejidos implicados. Por otra parte, se utiliza para aliviar
el estrés, la depresion y estados de animo negativos, ya que estimulan la
produccién de endorfinas organicas. El masaje terapéutico engloba toda una
serie de técnicas de masaje que ayudan a este fin. Se divide en varias

clasificaciones dependiendo de su especialidad (Field, 2016).
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Figura 24: Masaje muscular

Fuente: https://quebusca.com/usa.php

Las técnicas basicas manuales generalmente se llevan a cabo con las
manos del fisioterapeuta propagando una energia mecanica, donde por una
parte actla un sujeto activo, el fisioterapeuta y un sujeto pasivo que constituyen

los tejidos corporales.

La clasificacién de las técnicas de masaje se subdivide en siete:
1. roce

2. friccion

3. percusién

4. tachadura

5. compresién

6. amasamiento

7. vibracion.
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Ademas de estas técnicas de masaje, existen tres mas pero son técnicas

adaptadas ya que derivan de las basicas:

1. Sacudidas
2. Pellizcamiento

3. Torsiones

1.10.5.1. Roce

Entre las técnicas de masaje esta es la principal. Consiste en rozar o
deslizar la mano sobre la piel del paciente sin producir deslizamiento de los
tejidos subyacentes. El roce se introduce en cualquier sesion como primera
maniobra, por lo que se conoce como maniobra inicial o de toma de contacto.
También se emplea al finalizar el masaje. Para la realizacién de un roce correcto
este debe ser lento y uniforme y solo se deben dejar los ritmos rapidos para
efectos de calentamiento superficial (Weerapong et al., 2005).

Ademas también existe el roce profundo, que se diferencia del superficial por su
alcance a tejidos mas profundos, como son los musculos, sistema vascular,
fascias, etc. Este roce profundo es una técnica mixta con desplazamiento y ligera

presion.

1.10.5.2. Fricci6én

Permite una movilizacion de los planos superficiales de la piel sobre los
planos mas profundos. Debe ser tenida en cuenta la tolerancia del paciente y

sera tan amplio como la laxitud del tejido subcutaneo lo permita.
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La mano del fisioterapeuta y la piel formaran una unidad y se intentara
conseguir una presion controlada de los tejidos profundos constituyendo una de
las caracteristicas mas importantes de esta técnica. Requiere menor superficie
de contacto que la técnica de roce y la friccion se realiza mediante la utilizacion
de los pulpejos. Los movimientos son tipicamente los circulares y los elipticos,
siendo breves y precisos. Posee un efecto hiperemiante o de activacion térmica
y dependiendo del tiempo de aplicacion puede pasar de estimular a relajar e
incluso ocasionar fuerte analgesia (Yi et al., 2018).

1.10.5.3. Percusién

En la percusion se necesita que las manos o parte de ellas produzcan
ligeros golpes a ritmo rapido en la zona. Se deben escuchar sonidos huecos
debido a la disposicion en forma hueca de las manos. Desde el codo se debe
desencadenar el movimiento para dotar de estabilidad a la mufieca en la
percusion. La aplicacion de percusiones produce principalmente irrigacion
importante muscular que se produce tras la respuesta nerviosa (Cafarelli et al.,
1990).

1.10.5.4. Tachadura

Son muy importantes y consisten en movimientos sucesivos producidos
con el borde cubital de la mano. Ademas, los dedos golpean unos con otros de
manera elastica. Se produce una pérdida de contacto repetido con la piel, siendo
su principal caracteristica. La presion realizada debe estar equilibrada, en
relacion al efecto deseado y ademas dicha presion debe ser enérgica y el

impacto debe ser muy breve.

49



EFECTO PROTECTOR DEL FOAM ROLLING FRENTE AL DANO MUSCULAR CARLOS
INDUCIDO POR LA NOTEXINA COLMENA

Dentro de las técnicas de masaje constituyen las mas estimulantes. Como
ocurre con la percusion, son capaces de normalizar el tono muscular y producen

un efecto circulatorio importante (Jay et al., 2014).

1.10.5.5. Compresién

En esta técnica no se produce desplazamiento de las manos, ni tampoco
de los dedos. Basicamente se produce solo compresion y presion de la zona a
tratar. Puede ser estatica (0 mantenida) o bien compresion con deslizamiento,
siendo mas o menos duradera en el tiempo. De forma estatica o con

deslizamiento se necesita mucha energia para su realizacion.

La compresién consiste en comprimir una determinada zona, abarcandola
con los dedos o con las manos. Con el fin de conseguir efectos homogéneos es
importante mantener la intensidad y el ritmo uniformes. Es recomendable
realizarla al menos de 30 a 60 segundos que es el tiempo adecuado para un

efecto analgésico (Hoffman et al., 2016).

1.10.5.6. Amasamiento

Se basa en la compresién de la piel, del tejido subcutaneo y de los
musculos subyacentes. Requiere una mayor fuerza e intensidad de las manos.
Consiste en coger, deslizar y levantar los tejidos musculares, intentando
despegar los planos profundos, con el fin de desplazarlos transversalmente de
un lado a otro, realizando al mismo tiempo presion y estiramiento con ligera
torsion del vientre muscular. Es necesario el uso de deslizamientos (Ojoawo et

al., 2018).
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Las manos se disponen en la zona a amasar. Con los dedos se cogera la
masa muscular realizando con las manos un efecto de garra con sujecion fuerte
de los tejidos, con el fin de realizar después un movimiento de despliegue con

posterior torsion y estiramiento ritmico.

1.10.5.7. Vibracion

Gracias a esta técnica se producen movimientos de pequefias
oscilaciones sobre la zona a tratar. Esto se consigue mediante una presion
estéatica y variando la intensidad de la misma ritmicamente. Durante su aplicacion

las manos no deben de perder el contacto con la piel (Imtiyaz et al., 2014).

Requiere de un entrenamiento y cierta pericia manual para conseguir una
frecuencia suficiente sin que el fisioterapeuta llegue a un agotamiento réapido.
Produce efectos estimulantes en el sistema circulatorio periférico y calmante y

sedativo a nivel del sistema nervioso.

1.10.5.8. Técnicas adaptadas a las técnicas basicas

1.10.5.8.1. Sacudidas

Son derivadas de la técnica de vibracion. Presenta efectos suavizantes y
relajantes en los muasculos y manipulativos en las articulaciones. Son muy
efectivas para reestablecer el tono muscular, acelerar la circulacion y aliviar la

tension en los brazos y piernas.
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1.10.5.8.2. Pellizcamiento

Combina percusion y tachadura. Se usa en fascias y tendones con el fin
de estimularlos. Ademéas se utiliza en el masaje deportivo junto con las

sacudidas. Su recomendado en cicatrices adheridas para flexibilizar y despegar.

1.10.5.8.3. Torsiones

Presentan como base el amasamiento. Se usa para descontracturar ya
que usa las fuerzas de cizallamiento provocando eliminacion de la tension
muscular. Se aplica por ambas manos en un movimiento simultaneo. Se usara

un medio deslizante (Sung et al., 2015).

1.10.6. LA TECNICA DEL FOAM ROLLING

Es bien conocido que el ejercicio de alta intensidad puede causar
inflamacion y dafio en el tejido muscular, alterando la funcion celular (Terra et
al., 2012). En el proceso inflamatorio, citoquinas, proteinas pro-inflamatorias y
anti-inflamatorias, fagocitos y leucocitos actian como substancias de
recuperacion y de regeneracion después del dafio muscular. Algunas de ellas,
tales como interleuquina 1 B (IL-18) y tumor necrosis factor q, inician el proceso
inflamatorio y por lo tanto actian como proteinas pro-inflamatorias (Moresi et al.,
2008). Por otra parte, proteinas anti-inflamatorias tales como PPAR-y pueden

suprimir los procesos inflamatorios (Liu et al., 2012; Thom et al., 2014).

En los ultimos afos, terapeutas fisicos y profesionales del estado fisico
han comenzado a usar el laminado de espuma (Foam rollig) como un método

para la recuperacion con el fin de mejorar el rendimiento. El Foam rollig es una
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técnica usada comunmente que requiere que los individuos usen el Foam Rolling
sobre su propia masa corporal para aplicar presion sobre el tejido muscular
(Macdonald et al., 2014).

Diferentes estudios en los que se ha aplicado la técnica del Foam Rolling
después de realizar pruebas fisicas 0 aplicando un protocolo de induccion de
dolor muscular de inicio tardio, han demostrado que el uso del Foam Rolling hace
posible la reduccion de la fatiga y el dafio en el musculo (Cheatham et al., 20115;
Romero-Moraleda et al., 2017), concluyendo que es una técnica efectiva para la

recuperacion muscular (Rey et al., 2017) (Figura 25).

Figura 25: Imagen de Foam Rolling

Fuente: https.//powerexplosive.com/tipos-de-Foam-roller/

A pesar de esto, existen pocas evidencias respecto a la influencia del
Foam Rolling a nivel fisiol6gico que puedan explicar los efectos anteriormente
mencionados. Especificamente, algunos autores han observado que después de
la aplicacion de esta técnica hay una disminucion de la velocidad de ondas

pulsatiles y un aumento en la concentracion de oxido nitrico, concluyendo que
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pueden producirse beneficios en términos de funcion arterial (Okamoto et al.,
2014). Por otra parte, resultados recientes han demostrado que se produce un
aumento en el flujo sanguineo después del uso de la técnica del Foam Rolling
(Hotfiel et al., 2017), ademas se ha demostrado que la circulacidbn sanguinea
tiene un papel esencial en la cicatrizacién de los tejidos y, por lo tanto, en la
recuperacion muscular (Lohman et al., 2011).

A pesar de la falta de estudios cientificos basicos que apoyen o rechacen
la eficacia del Foam Rolling, la técnica es ampliamente utilizad en el mundo del
deporte. A este respecto, este estudio pretende explorar los efectos del Foam

Rolling en el musculo dafiado y en la inflamacion.

Puede ser muy interesante la idea de utilizar Foam Roller o cualquier otra
herramienta que permita un auto-masaje de liberacién miofascial, ya que es facil
de aplicar, no tiene un precio elevado y la investigacion apunta a que puede ser

atil.

1.11. MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

La apoptosis y la necrosis son los dos modos principales de muerte
celular, cuyos mecanismos moleculares han sido ampliamente estudiados.
Aunqgue inicialmente se pensé que constituian estados celulares mutuamente
excluyentes, los hallazgos recientes revelan contextos celulares que requieren
una interaccion equilibrada entre estos dos modos de desaparicion celular. Se
han identificado varias moléculas iniciadoras y efectoras de muerte, vias de
sefalizacion y sitios subcelulares como mediadores clave en ambos procesos,
ya sea constituyendo médulos comunes o, alternativamente, funcionando como
un interruptor que permite a las células decidir qué ruta tomar, dependiendo de
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la situacion especifica. Es importante destacar que la autofagia, que es un
proceso predominantemente citoprotector, se ha relacionado con ambos tipos de
muerte celular, cumpliendo una funciébn pro-supervivencia o0 pro-muerte
(Nikoletopoulou et al., 2013).

Célula viva

Condensacion y
fragmentacion
del nicleo

Membrana
intacta Membrana
~— rota

Cuerpos

apoptdticos

Figura 26: Muerte celular

Fuente: https.//celulasgliales.com/muerte-celular/

En 1972 se empez6 a usar el término apoptosis, como el mecanismo
molecular de muerte programada que afecta a células individuales de un tejido y
gue constituye una medida fisiol6gica de renovacion celular. Este mecanismo se
encuentra bajo control genético y se caracteriza por un colapso celular sin rotura
de la membrana celular, con streit et al., 2015nsacion de la cromatina y con la

rotura del ADN celular.
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Las células apoptéticas son rapidamente fagocitadas por macréfragos,
evitando asi una reaccioén inflamatoria por secrecién de citoquinas y por lo tanto,
manteniendo la homeostasis tisular que asegura el estado de salud del
organismo. En el tejido muscular puede ser inducida por diversos factores
externos como la isquemia, el trauma, las infecciones y roturas musculares.
Ademas son fundamentales en las interacciones entre las células vasculares del

sistema vascular muscular (Zhang et al., 2017).

1.11.1. ETAPAS DE LA APOPTOSIS

El proceso apoptético se diferencia en 3 etapas: la primera fase de
iniciacién, en la cual la célula recibe el estimulo que la conduce a la muerte. La
segunda fase de ejecucion, donde se producen los cambios morfoldgicos y
bioquimicos caracteristicos y una tercera fase de eliminacion de los restos

celulares, que son degradados por células fagociticas (macréfagos).

1.11.1.1. Fase de iniciacién

La apoptosis puede ser desencadenada por diferentes sefales
intracelulares, como el estrés bioldgico, que provoca la liberacion por parte de la
mitocondria del citocromo c, induciendo la via intrinseca y otras sefiales como la
inflamacion local o generalizada producida por toxicos, bacterias o virus. Las
sefales proapoptéticas se desencadenan por la unié de FAS (receptor de

muerte) a su ligando, induciendo la via extrinseca.

1.11.1.2. Fase de ejecucién
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En la célula apoptoética se produce una disminucion del citoplasma con
disminucién del tamafio, condensacién y fragmentacién de la cromatina
alrededor de la envoltura nuclear y la generacion de vesiculas que contienen
parte de la cromatina y de los organulos celulares que van a constituir los
cuerpos apoptéticos. Por otra parte, se producen cambios en la mitocondria,
como desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones para la sintesis
del ATP, estrés oxidativo, reduccion del potencial transmembrana y liberacion

del citocromo c al citoplasma.

Los cambios a nivel bioquimico de la sefial de apoptosis que recibe la
célula van a ser transmitidos a través de las enzimas caspasas. Estas enzimas
constituyen una familia de proteasas de cisteina que muestran entre Si
semejanzas en la secuencia de aminoacidos, en la estructura y en la
especificidad. Son sintetizadas como pro-enzimas requiriendo un proceso
proteolitico para su activacion (hidrélisis del polipéptido inactivador de
caspasas). Actualmente se conocen 14 caspasas, de las cuales 6 estan
relacionadas con procesos inflamatorios y las restantes con apoptosis,
dividiéndose en caspasas iniciadoras (8, 9 y 12) y ejecutoras (2, 3 y 6)
(Casanova, 2003).

Existen dos vias que llevan hacia la apoptosis, que son la via extrinseca
o mediada por receptor y la via intrinseca o mitocondrial. La via extrinseca se
inicia por activacion de los receptores de muerte localizados en la membrana
celular. Estos receptores pertenecen a la superfamilia del receptor del factor de
necrosis tumoral, TNFR1, el Fas (Apo-1 o CD95), el DR3 (receptor de muerte 3
0 Apo-3), el DR4 (receptor de muerte 4), el DR5 (Apo-2) y el DR6, presentes

todos en la célula muscular.
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La proteina adaptadora FADD media la inmediata activacion de la
caspasa 8. Una vez activada desencadena la produccion de otras caspasas,
incluyendo la 3 y paralelamente puede activar la via intrinseca por activacion de
la proteina Bid, lo cual provoca la salida del citocromo ¢ (proteina proapoptotica
1) y del Apafl (factor activador de la proteasa apoptética 1) de la mitocondria al
citoplasma, para formar el apoptosoma y de esta forma activar la caspasa 9y la
via intrinseca (Angosto, 2012). Dentro de la mitocondria el citocromo c, implicado
en la fosforilacion oxidativa mitocondrial, es uno de los componentes requeridos

para la activacion de la caspasa-9 en el citosol.

El complejo Il o complejo citocromo bcl, obtiene dos electrones y se los
transfiere a dos moléculas del citocromo c. Este ultimo es un transportador de
electrones hidrosoluble situado en el espacio intermembrana de la mitocondria
(Li et al., 1997). El complejo IV o citocromo ¢ oxidasa capta cuatro electrones y
las cuatro moléculas de citocromo c y se transfieren al oxigeno para producir dos
moléculas de agua. Ademas, se translocan cuatro protones al espacio
intermembrana. Por los cuatro electrones. Por otra parte, cuatro protones
formaran el agua al desaparecer de la matriz. En este proceso apoptético se
requiere la presencia de ATP, el cual marca el inicio de la cadena apoptoética a
través de la activacion de la caspasa-9. Esta funciona como una caspasa
iniciadora que a su vez activa las caspasas 3, 6 y 7, caspasas efectoras que
inician la via intrinseca de la apoptosis. En la célula sana la membrana externa
de la mitocondria expresa la proteina Bcl-2 que se une a la proteina Apaf-1,
ocasionando el mantenimiento de su inactividad (subfamilia 1 anti-apoptética).

Ante cualquier alteraciéon del equilibrio interno de la célula y de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial. Se produce la liberacién del
citocromo c al citoplasma, donde su funcién cambia al interactuar con la proteina
Apaf-1 en el dominio WD-40 y con la procaspasa 9 conformando con estas dos
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proteinas un complejo denominado apoptosoma (Ortega-Camarillo et al., 2001;
Hoyos et al., 2015). En el exterior de la mitocondria y con presencia del ATP, el
citocromo ¢ se une a la proteina Apaf-1 formando el complejo denominado
apoptosoma que hidroliza la procaspasa-3 a caspasa-3. Esta se encarga de
ejecutar la apoptosis, generando distintas proteina cuya suma resultard en el

desmantelamiento ordenado y en la muerte de la célula.

En ultima instancia se origina la destruccion de las proteinas estructurales
en el citoplasma, se produce la degradacién del ADN cromosomico y se inicia la
fagocitosis de los cuerpos apoptéticos (Hoyos et al., 2015; Angosto, 2012;
Ortega-Camarillo et al., 2001; Li et al., 1997).

La via intrinseca o mitocondrial se inicia por dafio en el ADN, por estrés o
por otras sefales pro-apoptéticas, como la induccion de proteinas Bcl-2 (B-
leucemia-celular-2). Este dafio produce un aumento de la apoptosis mediante
proteinas activadoras proapoptéticas como Bad, Bax y Bid (subfamilia 1l y 111),
que altera la permeabilidad de la membrana de los organulos intracelulares (Li
etal., 1997; Wolter et al., 1997; Puthalakath et al., 1999). Cuando estas proteinas
se unen a la membrana externa mitocondrial, se forman poros o canales que
atraviesan la membrana y altera la permeabilidad reduciendo el potencial de
membrana, aumentando el volumen mitocondrial y permitiendo la salida al

citoplasma del citocromo ¢ (Antonsson and Martinou, 2000).

1.11.1.3. La fase de eliminacion

Las células apoptoticas y sus fragmentos experimentan varios cambios en

las membranas que inducen a la fagocitosis. Asi, son eliminadas antes de sufrir
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una necrosis secundaria evitando la inflamacion. Numerosos receptores de los

fagocitos y ligandos inducidos en las células apoptéticas participan en la union.

1.11.2. EL CITOCROMO C

El mecanismo de la apoptosis se inicia con la salida del Citocromo c. Esta
es una proteina proapoptotica liberada por la mitocondria celular. Su salida al
citoplasma provoca la activacion de las caspasas, comenzando por la caspasa
9 y de la proteina Apaf-1 (factor activador de las proteasas apoptogénicas). El
Citocromo c esté implicado en la fosforilacion oxidativa mitocondrial. El complejo
[l o complejo Citocromo bcl consigue dos electrones y se los transfiere a dos
moléculas de Citocromo c, que es un transportador de electrones hidrosoluble
situado en el espacio intermembrana de la mitocondria (Becerra and Pimienta,
2009; Elmore, 2007). ElI complejo IV o Citocromo c oxidasa capta cuatro
electrones de las cuatro moléculas de Citocromo c y se gasta oxigeno, para
producir dos moléculas de agua. Por otra parte, se transfieren cuatro protones al
espacio intermembrana por los cuatro electrones. Ademas, cuatro protones

formaran el agua al desaparecer de la matriz.

En la célula sana, la membrana externa de la mitocondria expresa la
proteina Bcl-2 que se une a la proteina Apaf-1 y se produce el mantenimiento de
su inactividad. Si el equilibrio interno celular o la permeabilidad de la membrana
mitocondrial se altera, se produce la liberacion de Citocromo c al citoplasma,
donde cambia su funcién al interactuar con la proteina Apaf-1 y con la
procaspasa 9, formando con las dos proteinas un complejo llamado apoptosoma
(Shakeri et al., 2017; Dorstyn et al., 2018).
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1.11.3. LA PROTEINA SMAC/DIABLO

La proteina SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases) o
DIABLO (direct IAP bidig protein with low pl), es la segunda proteina de la
mitocondria activadora de las caspasas celulares. SMAC/DIABLO se une
directamente a las proteinas inhibidoras de las proteinas apoptéticas (IAP’s)
como antagonista de la funcién. De esta manera permite la produccion de la
apoptosis por las caspasas iniciadoras, como la 9 y efectoras, comola 3,6 0 7.
Asi, se asegura que estas proteinas antiapoptoéticas no puedan parar la muerte
celular programada que la célula ya ha iniciado (Fulda, 2015; Shi, 2002).

Ultimamente numerosas investigaciones se han centrado en el disefio y
desarrollo de moléculas SMAC de pequefio tamafio y capaces de mimetizar a la
proteina SMAC, con el fin de realizar investigaciones en laboratorio o lograr
estrategias terapéuticas encaminadas a la prevencion y progresion del cancer
(Fulda, 2017; Bai et al.,, 2014). Por otra parte, con el fin de conocer los
mecanismos “in vivo” para conseguir lograr estrategias terapéuticas
encaminadas a la prevencion y evitar la progresion del cancer, numerosas
investigaciones se han dirigido hacia el disefio y desarrollo de moléculas SMAC

de pequefio tamafio miméticas a esta proteina (Becerra et al., 2009).

1.11.4. LA PROTEINA AIF

La proteina AlF, o factor inductor de apoptosis, se encuentra en el espacio
intermembranal de la mitocondria. Es una proteina barredora contra la accién de
los radicales libres y participa en las reacciones de oxidorreduccién a nivel

mitocondrial (Bano and Prehn, 2018).
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Esta proteina se encuentra localizada en el cromosoma X en humanos.
AIF1 es la mas abundante de entre todos los tipos y es traslada al citosol y
recolocada al espacio intermembrana de la mitocondria cuando se induce. En la
mitocondria, la proteina pasa a su configuracion funcional con la ayuda del
cofactor flavin adenin dinucle6tido (FAD). AIF funciona como una NADH y
NADPH oxidasa. Ademas, la parte N-terminal de AIF puede intervenir en las
interacciones con otras proteinas o controlar las reacciones redox y la

especificidad de sustrato (Hangen, et al., 2010).

La vida media de la proteina AIF puede verse incrementada por la proteina
BAT3 utilizada para regular la organogénesis. De esta manera, si disminuye la
proteina BAT3 se produce la fragmentacion de AlIF. El inhibidor de la apoptosis
unido al gen x (XIAP) tiene la capacidad de influenciar, al igual que FAD, en la
vida media de AIF. Estas dos moléculas no afectan a la unién de AIF a la
membrana interna mitocondrial, pero si actian sobre la estabilidad de AlIF si esta

se encuentra dentro de la mitocondria.

Durante el estrés AIF, se libera desde la mitocondria hacia el nacleo
celular donde desencadena la streit et al.,, 2015nsacion de la cromatina y la
fragmentacion del ADN de la célula. Cabe destacar que la proteina AIF es un
efector de muerte independiente de las caspasas, tanto iniciadoras como
efectoras, y que ocasiona cambios en el nucleo para iniciar la apoptosis
(Nikoletopoulou et al., 2013)

Es importante destacar que la deficiencia de AlIF conduce a una disfuncion
mitocondrial severa, causando atrofia muscular y neurodegeneracion en
organismos modelo, asi como en humanos. La deficiencia de AIF induce

procesos patogénicos que alteran el metabolismo y finalmente comprometen la
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homeostasis celular. Ademas, las mutaciones de AIFM1 actualmente conocidas
e identificadas en humanos producen numerosos trastornos en términos de inicio

y afectacion de 6rganos y sintomas (Bano and Prehn, 2018).

Las rutas iniciadas por el SMAC/DIABLO, AIF o citocromo ¢ coexisten en
una misma célula y se pueden desencadenar por un mismo estimulo (Becerra et
al., 2009). En los ultimos afios la investigacion en enfermedades musculares se
ha orientado a determinar cudl es la contribucion del proceso de apoptosis y a
desarrollar las terapias adecuadas para controlar este proceso. Se ha
conseguido avanzar tanto a nivel celular en cultivos como en experimentos “in
vitro”, donde el conocimiento tanto de los mecanismos moleculares que
conducen a la muerte celular programada, como de las vias de sefalizacion

implicadas en dichos mecanismos, ha sido y es una prioridad.

1.12. EL PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacién contribuye de manera importante en la patologia de las
enfermedades implicadas en la disfuncion del musculo esquelético (Londhe and
Guttridge, 2015). Una serie de trastornos que incluyen miopatias inflamatorias y
trastorno pulmonar obstructivo crénico (EPOC) se caracterizan por inflamacion
cronica o elevacion de los mediadores inflamatorios. Si bien estos estados de
enfermedad exhiben diferentes patologias, todos tienen en comun la pérdida de
masa del muasculo esquelético y una fisiologia desregulada del musculo
esquelético. Las citocinas proinflamatorias son contribuyentes clave a la

inflamacion crénica que se encuentra en muchas de estas patologias.

La via de sefializacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) se ha implicado

en la regulacion de la atrofia del musculo esquelético de entre otras proteinas
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tales como, Insulin-like growth factor (IGF-1) y Fibroblast growth factor (FGF). En
los mioblastos C2C12 cultivados, el NF-kB es esencial para que el TNF-a medie
una inhibicion de la diferenciacion muscular (Guttridge and Mayo, 2000).
Asimismo, la sobreexpresion especifica del musculo esquelético de la via NF-kB

promueve la atrofia severa a través de la regulacion de MuRF1.

1.12.1. MEDIADORES INFLAMATORIOS

Durante la lesidon del musculo esquelético adulto, hay varios mediadores
inflamatorios clave que rigen el proceso de reparacion. Tanto las actividades
fisiolégicas como las patdégenas se han atribuido a un nimero selectivo de

citocinas inflamatorias.

Numerosos estudios han demostrado que el interferén y (IFN-y) influye en
la homeostasis y reparacién del musculo esquelético (Cheng et al., 2008). Se ha
demostrado que la administracion transitoria de IFN-y exdgeno después de la
lesion mejora la cicatrizacion y limita la fibrosis (Foster et al.,, 2003). Esta
respuesta es consistente con el fenotipo de que los ratones nulos IFN-y exhiben
una regeneracion muscular defectuosa y el desarrollo de fibrosis (Cheng et al.,
2008). Durante las primeras etapas de la regeneracién muscular, la expresion de
IFN-y se regula al alza en el musculo (Cheng et al., 2008) y sus niveles
disminuyen a medida que la etapa de regeneracion pasa de la proliferacion a la
diferenciacion. Mecanicamente, IFN-y mejora la reparacion muscular mediante
la regulacion de la migracion de células inmunes especificas en el sitio de la
lesion mediante la regulacion positiva de la quimiocina y las moléculas de
adhesion que incluyen quimiocina motivo C-C ligando 5 (Ccl-5, RANTES) y Ccl-
2 (Gasque et al., 1996; Legoedec et al., 1997) y la molécula de adhesién
intracelular (ICAM). TNF-a, es un ligando prototipico de la superfamilia TNF.

Desempefia papeles centrales en la inflamacion, la apoptosis y el desarrollo del
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sistema inmune. TNF-a es producido por una amplia variedad de células
inmunes y epiteliales y activa una serie de vias de sefializacién que median las
respuestas pleotroficas especificas del tipo de célula (Grivennikov et al., 2005).
TNF-a activa al menos 3 vias principales, incluida la activacion de la quinasa
terminal c-Jun (JNK) y la proteina activadora 1 (AP1) y la estimulacion de la
apoptosis a través del complejo receptor de TNF-a y la proteina Fas asociada
con el dominio de muerte (FADD) y la activacion de NF-kB, que es un mediador
primario del control transcripcional y de la sefalizacion catabdlica. La
sefalizacion de TNF-a puede estar mediada por TNFR1 o TNFR2. La unién de
TNF-a a su receptor, inicia una cascada de sefalizacién dependiente de IKK-y
gue activa el heterodimero p50 / p65 inactivo y provoca su translocacion hacia el
nacleo donde disminuye la expresion del factor de transcripcion pro-miogeénico,
MyoD. En el masculo esquelético, TNF-a influye en la proliferacion de células
satélite y acelera la transicion de fase G1 a S (Raingeaud et al., 1995; Wajant et
al., 2003).

Por todo ello, en el proceso inflamatorio se producen mediadores
inflamatorios (como IL-1, IL-6 e IL-13) y anti-inflamatorios (como IL-10 o PPAR-

a) que ayudan a la recuperacién del musculo dafiado.
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HIPOTESIS
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2. HIPOTESIS

Terapeutas fisicos y profesionales del estado fisico han comenzado a usar
el laminado de espuma (Foam Rollig) como un método para la recuperacién con
el fin de mejorar el rendimiento. La técnica hace posible la reduccion del dafio
muscular y acelera la recuperacion del mismo, siendo considerada actualmente

como una técnica efectiva con similitudes con las de terapia manual.

Nuestra hipotesis consiste en que la aplicacién del Foam Rolling, después
del dafio al masculo inducido por la notexina, puede actuar como una técnica
protectora en los musculos cuadriceps de la rata, ocasionando una menor muerte

celular y una disminucion de la inflamacion y del estrés oxidativo.
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OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

1.- Estudiar el efecto de la notexina en la funcionalidad muscular de los

cuadriceps de la rata.

2.- Estudiar el efecto del Foam Rolling en la funcionalidad muscular tras la

inyeccion con notexina.

3.- Analizar los cambios producidos por la notexina en los musculos

cuadriceps de la rata respecto a los aspectos siguientes:

1.- Muerte celular y apoptosis
2.- Expresion de mediadores pro-inflamacion
3.- Expresion de mediadores anti-inflamacion

4 .- Estudio de las vias de sefializacion

4.- Estudiar los efectos de la técnica del Foam Rolling en los procesos de
viabilidad celular, inflamatorios y en las vias de sefializacion tras la inyeccion

con notexina en los musculos cuadriceps de la rata.
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MATERIAL Y METODOS
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO DEL EXPERIMENTO Y PROCEDIMIENTO

Para inducir el dafio muscular, se inyecto intramuscularmente 200 ul de
notexina a 10 pg/ml en los cuédriceps de la rata. Las ratas control fueron

inyectadas con 200 pl de solucién salina.

El programa de Foam Rolling se inicié a las 24 horas de la aplicacion de
la notexina. EI Foam Rolling se aplicé a las patas traseras de las ratas (grupos
R y N+R). El masaje fue aplicado mediante dos repeticiones de 60 segundos
cada una, dos veces al dia (10:00 y 17:00). La presién aplicada fue del 25% del
peso de la rata. La medida del Foam Rolling fue de 4.5 x 2 cm.

4.2. ANTICUERPOS

- Anti-SMAC/DIABLO (1:500) revela los aminoacidos N-terminales para la
unién de SMAC/DIABLO a IAP y la activacion de las caspasas. Y es
expresado en una variedad de tejidos humanos y raton (Sigma-Aldrich
Bitotechnology, Madrid, Espafa).

- Anti-receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma (PPAR-y)
monoclonal (1:250) obtenido de Sigma-Aldrich Biothecnology, Madrid,
Espafia.

- Anti-NF-kB (Nuclear factor-kB) monoclonal (1:1000) obtenido de Sigma-
Aldrich Biothecnology, Madrid, Espafia.

- Anti-tubulina monoclonal (1:1000) obtenido de Cell Signalling, (Beverly,
MA, USA).
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- Anti-Factor Inductor de Apoptosis (AIF) monoclonal (1:500) obtenido de
Sigma-Aldrich Biotechnology, Madrid, Espafa.

- Anti-citocromo ¢ monoclonal (1:500) obtenido de Sigma-Aldrich

Biotechnology, Madrid, Espafa.

- Anti-IkB monoclonal (1:500) obtenido de Sigma-Aldrich Biotechnology,
Madrid, Espafia.

- Anti-ciclooxigenasa 2 (COX-2) monoclonal (1:500) obtenido de Sigma-
Aldrich Biotehcnology, Madrid, Espaiia.

- Anti-P38 monoclonal (1:500) obtenido de Sigma-Aldrich Biotechnology,
Madrid, Espafia.

- Anti-P-P38 monoclonal (1:500) obtenido de Sigma-Aldrich Biotechnology,
Madrid, Espafia.

- Anti-STAT monoclonal (1:500) obtenido de Sigma-Aldrich Biotechnology,
Madrid, Espafia.

- Anti-Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) monoclonal (1:500)
obtenido de Sigma-Aldrich Biotechnology, Madrid, Espaa.

4.3. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Veinte ratas hembras de un peso entre 200-250 gramos de una edad de
aproximadamente 7 meses fueron divididas en 4 grupos de 5 por grupo,

incluyendo: control C

74



EFECTO PROTECTOR DEL FOAM ROLLING FRENTE AL DANO MUSCULAR CARLOS
INDUCIDO POR LA NOTEXINA COLMENA

Los animales de experimentacién empleados para el desarrollo de los
ensayos in vivo fueron ratas hembras de la raza “Spraque Dawley” criadas y
mantenidas en condiciones higiénicas, de climatizacion, de humedad y con ciclos
de luz/oscuridad de 12/12 h, en el animalario de la Facultad de Medicina y
Odontologia de la Universidad de Valencia. Las ratas hembras fueron

alimentadas con dieta sélida estandar y agua ad libitum.

Los animales fueron usados, en un justo nimero, con la intencién de
minimizar el sufrimiento animal y reducir el nimero de animales usados
siguiendo los comités de ética locales (Comité de Etica para la investigacion
animal de la Universidad de Valencia. Con cbdigo de autorizacion:
1018/VSC/PA/0004) tipo 2) basandonos en las guias nacionales y europeas. El
Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, articulo 33, establece las normas basicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y
otros fines cientificos, incluida la docencia. La Ley 32/2007 (articulo 7), para el
cuidado de los animales, transporte, experimentacion y sacrificio (B.O.E n°
34/2013) fueron reglamentados por el Parlamento Europeo y el Consejo con el
fin de adoptar la Directiva 2010/63/UE, en sus articulos 59.2 y 47.5, relativa a la
aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de
los Estados miembros respecto a la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos. La Comisién Europea, a través de la
Recomendacion 2007/526/CE de junio de 2007, estableci6 las directrices
relativas al alojamiento y cuidado de los animales utilizados para

experimentacion.

4.4. TAMPONES
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- Sustrato de ECL, es un quimioluminiscente para la deteccion de la
actividad de anticuerpos y otras sondas de inmunotransferencia (Western-

blot), suministrado por Pharmacia Biotechnology, (San Francisco, CA).

- TBS, se utiliza a menudo en inmunotransferencia, tanto para el lavado de

la membrana como para la dilucién del anticuerpo primario o secundario.

- TBST (TBS + Tween 20), es un tampdn salino con un jabon, el tween 20,
utilizado en el Western-blot.

4.5. ENSAYOS

4.5.1. EJERCICIO DE RENDIMIENTO

El rendimiento del ejercicio se determind mediante dos pruebas
diferentes: Balance Beam Test (Caminando por una barra) y Grip Strengh (Fallos
de las patas); En la primera prueba, se evalud la capacidad de las ratas de pasar
a lo largo de una barra estrecha para alcanzar una caja oscura. Para obligar a
las ratas a pasar a lo largo de la barra, una luz blanca iluminoé el comienzo de la
barra. La barra de madera (1 x 150 cm) se elevo a una altura de 1,5 m sobre el
piso. Se registraron, el tiempo requerido para cruzar a la caja de escape en el
otro extremo de la barra y el nimero de fallos en las patas del miembro anterior
y extremidades posteriores. Un deslizamiento de la pata se defini6 como
cualquier pata que sale de la parte superior de la barra o cualquier uso de
extremidades en el lado de la viga. El dia de la prueba, se realizaron cuatro
ensayos antes de registrar los resultados. El objetivo era familiarizar a las ratas
con la barra y entrenarlas en presencia de la caja oscura al final de la barra. La

barra estrecha y la caja oscura se limpiaron después de cada ensayo con etanol.
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El segundo tipo de ensayo, grip strengh (Fuerza de agarre), se midié de
forma no invasiva aprovechando la tendencia instintiva de la rata a agarrar
cuando son empujados suavemente hacia atras. Este método se puede utilizar
para probar el agarre de una extremidad utilizando una barra horizontal con un
diametro pequefio (0.1 cm), que se une a un transductor de fuerza. La latencia

media a la caida se determin6 con un valor maximo a los 60 s.

4.5.2. ENSAYO LOWRY

Es un ensayo bioquimico para la determinacion del nivel total de las
proteinas en una disolucion, donde la concentracion total de proteinas se detecta
por la diferencia de color con respecto a una proteina dada (BSA = Suero

albumina bovina).

4.5.3. ANALISIS DE INMUNO-TRANSFERENCIA (WESTERN-BLOT)

Se trataron las muestras con tampon de lisis y luego fueron
mecanicamente degradadas para liberar las proteinas. La concentracion de
proteina se determind utilizado el método de Lowry modificado (Peterson, 1977).
La determinacion cuantitativa de la concentracién de proteinas es una de las
pruebas que mas frecuentemente deben hacerse en el laboratorio y los métodos
colorimétricos ha permitido solventar el problema de cantidad de proteina por
condicién. En nuestro caso se utiliza el método de Lowry puesto que éste tiene
la ventaja de ser extremadamente sensible, tanto que es capaz de detectar
cantidades del orden de 10 ug de proteina. El inconveniente que presenta es que
al evaluar los fenoles de la proteina (residuos de tiroxina), la intensidad de color
resultante varia entre las distintas proteinas. Pero podemos solventar este
problema ya que es posible calibrar el método con alguna proteina comercial

conocida, como es la seroalbimina bovina (BSA).
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Afadiendo el tampon (0, 125 M Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 0,5% (v/v), 2-
mecaptoetanol, 1% azul de bromofenol y 19% de glicerol) a la muestra, se obtuvo
la liberacidén de las proteinas y la ruptura celular. Las proteinas obtenidas se
calentaron durante 5 minutos a 95°C para desnaturalizar las proteinas. Antes de

proceder a la carga en gel.

Las proteinas se separan en geles de SDS-PAGE (sodium dodecyl
polyacrilamide gel electrophoresis). Es una técnica muy utilizada para la
separacion de proteinas de acuerdo a su movilidad electroforética (en funcion de
la longitud de su cadena polipeptidica, masa molecular, modificaciones post-
traduccionales y otros factures). Dichos geles son transferidos membranas de
nitrocelulosa o de PVDF (poli-vinilo de fluoruro) en un ambiente humedo
utilizando un tampoén de transferencia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, 20% de
metanol). El uso de membranas de nitrocelulosa o de PVDF depende de la
potencia de la sefial que se pretende obtener. Para anticuerpos con alta sefal
se puede usar nitrocelulosa. Para anticuerpos con sefiales mas bajas se debe
utilizar PVDF. Las membranas se bloquearon con un 5% de leche o0 5% de suero
albumina bovina (BSA) en TBS-T (0.05% de Tween-20) durante media hora y se
incubaron con anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C. Las
membranas se lavaron 3 veces con tampon de lavado TBS-T (TBS, 0,2%
Tweenn-20) y se incubaron con un anticuerpo secundario, bien anti-lgG de
conejo o anti-lgG de raton (Cell Sefalizacion Tecnologias de Danvers, MA),
anticuerpos conjugados con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP)
durante 1h. El uso de la leche o del BSA depende de la potencia de anticuerpo,
ya que usando BSA se consigue mayor fuerza de la sefial. Las membranas se
lavaron tres veces con TBS-T y las proteinas se detectaron utilizando el método
de ECL tal como se especifica por el fabricante. Thermo Scientific Pierce ECL

Western Blotting es wun sustrato de peroxidasa que aumenta la
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quimioluminiscencia (ECL) detectando la peroxidasa de rabano picante. Es un
método sencillo y barato que sustituye a los productos mas costosos sin
necesidad de volver a optimizar las condiciones de sondeo o protocolos de
incubacion que hay que llevar a cabo con otros productos de otras casas
comerciales o incluso de otros métodos. Se estudiaron las sefales de
autorradiografia utilizando el sistema de imagen digital ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare).

4.5.4. KITS DE ELISA

Se usaron los ensayos Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
para las proteinas inflamatorias interleukina 15 (IL-1pB), interleukina 6 (IL-6),
interleukina 10 (IL-10), interleukina 13 (IL-13) y TNF-a. Muestras de plasma
fueron extraidas y la concentracién (pg/ml) de las proteinas inflamatorias fue

determinada usando kits de ELISA (Pierce Biotechnology. Inc.).

4.6.SIGNIFICACION ESTADISTICA

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo realizando ANOVA de una via
mediante el programa Graphpad Prism 5. Todos los resultados se expresaron
como la media + desviaciéon estandar (DS). El t-test (Student’s) se us6 para dos
grupos de analisis. El test de Turkey se us6 para el analisis de grupos multiples.

Los resultados se consideraron significativos con una p < 0.05.
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RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. TEST DE FUERZA DE AGARRE (GRIP STRENGTH TEST)

En la figura 27 podemos observar que no existe ninguna diferencia en el
tiempo que estén las ratas colgadas en la barra comparando las ratas controles
y las ratas a las que solo se les aplicé el Foam Rolling. Siento su tiempo de
permanencia colgadas por las patas de + 40 segundos. Las ratas con notexina
y con Foam Rolling y notexina presentaron una reduccion significativa con
respecto a las ratas control y Foam Rolling, con menor tiempo de permanencia
(alrededor de 20 segundos para N y 30 segundos para N+R. Por otra parte, las
ratas con N+R demostraban un tiempo en el test significativamente mayor con

respecto a las ratas solo con notexina (Figura 27).
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Figura 27: Test de fuerza de agarre (grip strength test)

Se analizaron con el test de fuerza de agarre (tiempo 60 segundos) ratas sin notexina (control,

Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y notexina con Foam Rolling, N+R). Los datos

representan la media para el grupo con barras de error que indican un intervalo de confianza
del 95%. *p<0.05 vs. ratas control. #p<0.05 vs. notexina

82



EFECTO PROTECTOR DEL FOAM ROLLING FRENTE AL DANO MUSCULAR CARLOS
INDUCIDO POR LA NOTEXINA COLMENA

5.2. TEST CAIDAS DEL PIE (FOOT FAULS BEAM WALKING)

Para determinar la integridad de la musculatura de las patas de las ratas
se registro el numero de fallos de las patas y por lo tanto del posible desequilibrio
al atravesar una barra estrecha. Un numero significativo de caidas de la pata
desde la barra (alrededor de 4 fallos) se detectaron en las ratas con notexina
comparado con las ratas control (p<0.001) (Figura 28). Tanto las ratas control,
como las ratas solo con Foam Rolling o las ratas con N+R no presentaron
diferencias significativas y su numero rondo el valor numérico de 1 fallo.
Comparando las ratas N+R y N se pudo observar que la aplicacion del Foam
Rolling producia una recuperacion mayor en la musculatura que las ratas solo
con N (Figura 28).
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Figura 28: Test de fallos de la pata (Foot fauls beam walking)

Se analizaron con el test de fallos de la pata (numero de fallos) ratas sin notexina (control, Cy
Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y notexina con Foam Rolling, N+R). Los datos
representan la media para el grupo con barras de error que indican un intervalo de confianza
del 95%. **p<0.01 vs. ratas control. #p<0.05 vs. notexina
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5.3. TEST CAMINAR SOBRE BARRA (BEAM WALKING TEST)

En el caso de las ratas C y R no observamos diferencias significativas y
su valor rondaba los 20 segundos. En ratas con N se producia un aumento
significativo del tiempo que tardaba la rata en pasar por la barra hasta la
plataforma de seguridad, comparado con el grupo control (130 segundos). El
grupo de ratas N+R presento diferencias significativas con el grupo control, con
un aumento en atravesar la barra (75 segundos). Pero este mismo grupo
presentaba una disminucion del tiempo significativa cuando se comparaba con

el grupo N (Figura 29).

Caminando por la barra
*%

*#
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Figura 29: Test de caminar por una barra (Beam walking test)

Se analizaron con el test de caminar por una barra (tiempo en segundos) ratas sin notexina
(control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y notexina con Foam Rolling, N+R).
Los datos representan la media para el grupo con barras de error que indican un intervalo de
confianza del 95%. *p<0.05 vs. ratas control. **p<0.01 vs. ratas control. #p<0.05 vs. notexina

5.4. CAMBIOS EN LA EXPRESION DEL CITOCROMO C
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La proteina citocromo ¢ es una proteina apoptética dependiente de las
caspasas Yy su liberacién desde la mitocondria indica disfuncion mitocondrial. En
la figura 30, podemos observar que tanto las ratas C como R no presentaron
diferencias significativas entre si. La presencia de notexina produce un aumento
significativo de la expresion proteica del citocromo c, indicando un aumento en
la apoptosis. El uso del Foam Rolling después de la inyeccion con notexina (N+R)

disminuyo la expresion del citocromo ¢ a valores control (Figura 30).
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Figura 30: Expresion de Citocromo ¢ en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina citocromo c. Una imagen representativa se afiade en la grdfica. Los datos representan
la media + SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs
notexina.

5.5. EXPRESION PROTEICA DE SMAC/DIABLO

La proteina SMAC/DIABLO es otra proteina apoptética dependiente de

las caspasas, al igual que el citocromo c. En la figura 31 podemos observar que
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no existen diferencias entre los grupo C, Ry N+R. En cambio el grupo N presenta
un aumento significativo de la expresion de la proteina SMAC/DIABLO
comparado con el grupo C. Por lo tanto, el grupo N+R consiguid bajar la

expresion de esta proteina de manera significativa a valores control (Figura 31).
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Figura 31: Expresion de SMAC/DIABLO en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina SMAC/DIABLO. Una imagen representativa se afiade en la grdfica. Los datos
representan la media + SD de seis experimentos independientes (n=6). *p<0.05 vs. control.
#p<0.05 vs notexina.

5.6. EXPRESION DE LA PROTEINA AIF

La proteina AIF (factor inductor de apoptosis) es una proteina apoptotica
independiente de las caspasas, al contrario que el citocromo ¢ y de
SMAC/DIABLO. En la figura 32 se demuestra que hubo una expresion
significativamente mayor de esta proteina en Ny N+R que en ratas Cy R (p
<0.05) (Figura 32). Sin embargo, la aplicacion del Foam Rolling después de la
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inyeccién con notexina disminuyo significativamente la expresion de la proteina
AIF, indicando una disminucién de la apoptosis después del tratamiento con

Foam Rolling (Figura 32).
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Figura 32: Expresion de AIF en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina AIF. Una imagen representativa se afiade en la grdfica. Los datos representan la
media * SD de seis experimentos independientes (n=6). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs
notexina.

5.7. DETERMINACION DE LA CITOQUINA IL-1B

Los cambios en la cantidad de la citoquina pro-inflamatoria IL-1p fue
detectada por la técnica de ELISA. Para el ensayo se uso plasma procedente de
ratas C, R, Ny N+R. La figura 33 muestra que el valor de la citoquina no cambio
para control y notexina, siendo de alrededor de 55 pg/ml. Las muestras de las
ratas tratadas con notexina presentaron un aumento de 2.2 veces (x 120 pg/ml)

en la citoquina IL-1p comparado con el valor obtenido para las ratas control. Sin
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embargo, las ratas N+R presentaban una disminucion significativamente de la
cantidad de citoquina (x 80 pg/ml) comparadas con las ratas tratadas con
notexina. Este dato indica que se produce una disminucién en la inflamacion,
mediada por IL-1B, después del tratamiento con Foam Rolling (p<0.05) (Figura
33).
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Figura 33: Determinacion de la citoquina IL-1f3

Se obtuvo plasma de ratas sin notexina (control, C y Foam Rolling, R) o con notexina (notexina,
N y notexina con Foam Rolling, N+R) para la determinacion de la IL-18 mediante ELISA. Los
valores representan la media + SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs.

control. #p<0.05 vs. notexina.

5.8. DETERMINACION DE LA CITOQUINA IL-6

Mediante la técnica de ELISA se determinaron en plasma los niveles de
la citoquina pro-inflamatoria IL-6. Como muestra la figura 34, los valores para los
grupos, C y R fueron los semejantes con un valor aproximado de 57 pg/mly no
presentaron diferencias significativas entre ambos. En el caso del grupo N
presentd un aumento con un valor aproximado de 80 pg/ml significativamente
mayor que el grupo control (p<0.05). Por otra parte, las ratas N+R presentaban

una disminucidn significativamente de la cantidad de citoquina (£ 62 pg/ml)
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comparadas con las ratas tratadas con notexina (p<0.05) y sin cambios
significativos con respecto al grupo control (figura 34).
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Figura 34: Niveles de la citoquina IL-6

Muestras de plasma de ratas sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina
(notexina, N y notexina con Foam Rolling, N+R) se usaron para la determinacion por ELISA de la
citoquina IL-6. Los valores representan la media £ SD de cinco experimentos independientes
(n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs. notexina

5.9. DETERMINACION DE LA CITOQUINA IL-10

Por técnica de ELISA se determind en plasma de rata los niveles de la
citoquina anti-inflamatoria I1L-10. La figura 35 muestra que los valores para los
grupos C, R y N no presentaron diferencias significativas con un valor
aproximado de 70 pg/ml. En el caso del grupo N+R se produjo un aumento
significativo con respecto a todos los grupos anteriormente mencionados (C, Ry
N), con un valor aproximado de 92 pg/ml, lo que indicaria un papel anti-
inflamatorio de la citoquina IL-10 después del tratamiento con el Foam Rolling
(figura 35).
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Figura 35: Niveles de la citoquina IL-10

Muestras de plasma de ratas sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina
(notexina, N y notexina con Foam Rolling, N+R) se usaron para la determinacion por ELISA de la
citoquina IL-10. Los valores representan la media + SD de seis experimentos independientes
(n=6). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs. notexina.

5.10. DETERMINACION DE LA CITOQUINA IL-13

En plasma de rata se determinaron los niveles de la citoquina IL-13. La
figura 36 indica que los valores para todos los grupos fueron similares sin
diferencias significativas entre los grupos (x 9 pg/ml). Por lo tanto, ni la notexina
ni el grupo con notexina al que posteriormente se le aplic6 Foam Rolling (N+R)
tuvieron ningun efecto en esta citoquina con respecto al grupo control (figura 36).

90



EFECTO PROTECTOR DEL FOAM ROLLING FRENTE AL DANO MUSCULAR
INDUCIDO POR LA NOTEXINA

CARLOS
COLMENA

—
F =9
]

= =
o N
| I |
—

—
——
—

IL-13 (pg/ml)
[=2]

o N A~ O
1

C R N N+R

Figura 36: Niveles de la citoquina IL-13

Muestras de plasma de ratas sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina
(notexina, N y notexina con Foam Rolling, N+R) se usaron para la determinacion por ELISA de la
citoquina IL-13. Los valores representan la media + SD de seis experimentos independientes
(n=6).

5.11. DETERMINACION DE TNF-a

Mediante la técnica de ELISA se determinaron Los niveles de TNF-a en
plasma de rata. La figura 37 muestra que no existen cambios significativos entre
los valores de los grupos C y R (x 320 pg/ml). En cambio se produjo un
incremento significativo de los valores en las ratas tratadas con notexina (+ 1100
pg/ml). Las ratas con N+R presentaban una reduccion significativa respecto al
grupo N, aunque la disminucién no llegaba a valores control. Este dato indica
que se produce una disminucién en la inflamacion, mediada por TNF-a, después

del tratamiento con Foam Rolling (p<0.05) (Figura 37).
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Figura 37: Niveles del factor TNF-a.

Muestras de plasma de ratas sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina
(notexina, N y notexina con Foam Rolling, N+R) se usaron para la determinacion por ELISA de la
citoquina IL-13. Los valores representan la media + SD de cinco experimentos independientes
(n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs. notexina.

5.12. CAMBIOS EN LA EXPRESION DE NF-kB

El factor de transcripcion NF-kB es una proteina pro-inflamatoria activado
por mediadores pro-inflamatorios tales como, IL-1, IL-6 y TNF-a. En la figura 38,
podemos observar que tanto las ratas C como R no presentaron diferencias
significativas entre si. La presencia de notexina produce un aumento significativo
de la expresion proteica indicando un aumento en el proceso inflamatorio. El uso
del Foam Rolling, después de la inyeccion con notexina (N+R), disminuyé la
expresion del factor pero sin llegar a valores control (Figura 38).
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Figura 38: Expresion de NF-kB en miusculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot del
factor de trascripcion NF-kB. Una imagen representativa se afiade en la grdfica. Los datos
representan la media + SD de seis experimentos independientes (n=6). *p<0.05 vs. control.

#p<0.05 vs notexina.

5.13. DETERMINACION DE LA PROTEINA IkB

La figura 39 muestra los cambios detectados en la expresion de la
proteina IkB. Las ratas R no presentaban diferencias significativas con respecto
alas ratas C. Sin embargo, las ratas N presentaban una disminucion significativa
con respecto a las ratas C y R (p<0.05). Ademas, la expresién de este factor
inhibidor se recuperé después del uso del Foam Rolling hasta llegar a valores C

(Figura 39).
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Figura 39: Expresion de IkB en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot del
factor inhibidor IkB. Una imagen representativa se afiade en la grdfica. Los datos representan
la media + SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs
notexina.

5.14. DETERMINACION DE PPAR-y

La figura 40 muestra los cambios ocurridos en la expresion de la proteina
PPAR-y en el musculo de la rata. Las muestras provenientes de ratas C, Ry N
no presentaron diferencias significativas, en cambio las ratas N+R tuvieron un
aumento significativo (1.5 veces) de la proteina anti-inflamatoria con respecto a
control y al grupo N. Por lo que la aplicacién del Foam Rollig parecia controlar la
inflamacion produciendo mayor cantidad de proteinas anti-inflamatorias, como

era el caso de PPAR-y.
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Figura 40: Expresion de PPAR-y en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina anti-inflamatoria PPAR-y. Una imagen representativa se afiade a la figura. Los datos

representan la media + SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control.
#p<0.05 vs notexina.

5.15. DETERMINACION DE LA PROTEINA COX-2

La figura 41 nos demuestra que la proteina COX-2 no presenté cambios
significativos en su expresion ni en las muestras control ni en las muestras con
Foam Rolling. Sin embargo, las muestras procedentes de ratas N presentaron
un aumento significativo comparado con ratas C y R (p<0.05). Ademas, el
tratamiento con Foam Rolling después de la inyeccién de notexina redujo
significativamente la expresion de esta proteina pro-inflamatoria (Figura 41).
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Figura 41: Expresion de COX-2 en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina COX-2. Una imagen representativa se afiade a la figura. Los datos representan la
media * SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs
notexina.

5.16. DETERMINACIO DE LA PROTEINA P38

Muestras C, R, N y N+R fueron analizadas por la técnica de western-blot
para determinar la expresion de la proteina p38. Esta proteina se encuentra
involucrada en la formacién de nuevos vasos. En la figura 42 se aprecian los
cambios ocurridos en las diferentes muestras obtenidas. Tanto las muestras C
como Ry N, no presentaron diferencias significativas entre ellas. Por el contrario
las ratas N+R presentaron un incremento significativo de 1.6 veces con respecto
a Cy a N. Este dato nos indicaria que la aplicacion del Foam Rolling aumentaria

la creacién de nuevos vasos (Figura 42)
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Figura 42: Expresion de p38 en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N 'y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina p38. Una imagen representativa se afiade a la figura. Los datos representan la media
+ SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs notexina.

5.17. DETERMINACIO DE LA PROTEINA P-P38

Se analizaron muestras C, R, N y N+R para la determinacion de la
expresion de la proteina p-p38. Un aumento tanto en la expresiéon de P38 como
de p-p38 esta relacionado con un incremento en la diferenciaciéon celular y la
liberaciébn de citoquinas para la comunicacién célula a célula. La figura 43
muestra que tanto el R como la N presentaron un aumento significativo de dicha
proteina con respecto a las muestras C. Las muestras N+R nos muestra un
aumento significativo con respecto a C y R. También se observé un aumento
significativo con respecto a N, demostrando un aumento en la diferenciacion
celular, lo que permite una implicacibn de mas células musculares en el

funcionamiento muscular (Figura 43).
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Figura 43: Expresion de p-p38 en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N 'y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina p-p38. Una imagen representativa se afiade a la figura. Los datos representan la
media * SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs
notexina.

5.18. DETERMINACION DE LA PROTEINA STAT

Se analizaron muestras C, R, N y N+R para la determinacion de la
expresion del factor de transcripcion STAT. La figura 44 muestra que las
muestras tanto C como R no presentaron diferencias significativas entre ellas.
Por el contrario, las muestras N y N+R mostraron una disminucion significativo
con respecto a C y R, lo que indicaria una disminucion en la regeneracion del
musculo esquelético. Cabe destacar que el grupo N+R no produjo diferencias
significativas con el grupo N, por lo que la aplicacion del Foam Rolling no mejoro

los efectos adversos producidos por la inyeccion de notexina (Figura 44).
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Figura 44: Expresion del factor de transcripcion STAT

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N 'y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina STAT. Una imagen representativa se afiade a la figura. Los datos representan la media
+ SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control.

5.19. DETERMINACION DE LA PROTEINA VEGF

VEGF es una proteina sefializadora implicada en la vasculogénesis
(formacién de novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis
(crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes). Ningun
cambio en el factor de crecimiento, VEGF, fue observado en los grupos, C, Ry
N segun nos indica la figura 45. Sin embargo, un aumento significativo en la
expresion de la proteina VEGF fue detectado tras la aplicacién del Foam Rolling
(N+R), demostrando un incremento en los factores de crecimiento endoteliales y

mejorando la musculatura vascular (p<0.05) (Figura 45).
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Figura 45: Expresion de la proteina VEGF en musculo de rata

Musculos de rata sin notexina (control, Cy Foam Rolling, R) o con notexina (notexina, N y
notexina con Foam Rolling, N+R) fueron obtenidos para determinacion por western blot de la
proteina VEGF. Una imagen representativa se afiade a la figura. Los datos representan la
media + SD de cinco experimentos independientes (n=5). *p<0.05 vs. control. #p<0.05 vs.
notexina.
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6. DISCUSION

Esta tesis se centra en demostrar los cambios fisiologicos que se
producen por el uso de la técnica del Foam Rolling en el masculo de la rata. Este
es el primer estudio que se realiza para justificar los efectos biomoleculares de
la recuperacion y la actuacion después de la aplicacion de esta técnica. Se
estudian los efectos en el musculo de rata, haciendo hincapié en los cambios en

la inflamacion y en la muerte celular posiblemente inducidos.

Se ha demostrado que la técnica del Foam Rolling no tiene efectos
negativos en el rendimiento de los deportistas (Behara and Jacobson, 2015; D’
Amico and Gillis, 2017). También se ha detectado que después de la aplicacion
del Foam Rolling al musculo dafiado con un protocolo de induccion, produce un
aumento de la recuperacion del mismo (Romero-Moraleda et al., 2017; D’ Amico
and Gillis, 2017). Todos estos cambios en la recuperacion tras el ejercicio
podrian estar relacionados con una disminucion de la liberacion de mediadores
pro-inflamatorios, tales como IL-1B, IL-6, IL-13 y TNF-a. También con factores de
transcripcion, tales como NF-kB y STAT-3, y de proteinas proinflamatorias como
COX-2.

Por otra parte, la técnica del Foam Rolling podria aumentar proteinas anti-
inflamatorias como IL-10 y PPAR-y, demostrando de esta manera una proteccién
frente la inflamacion y probablemente un incremento en la recuperacion después
del dafo producido en nuestro caso por notexina. Durante el dafio hay que tener
en cuenta que podrian producirse cambios en la apoptosis, como nosotros
detectamos, con reduccion en la expresion de proteinas como SMAC/DIABLO,

citocromo ¢ y AlF. De esta manera se demostraria una disminucion en la
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induccion de la apoptosis y ademdas probablemente un aumento de la
recuperacion del masculo dafiado después de la aplicacion del Foam Rolling.

La sefalizacion de la proteina p38 es necesaria para la proteccion de las
células frente la apoptosis. Nuestros resultados demuestran una reduccion de
esta quinasa después de la inyeccion con el toxico notexina, con un aumento
significativo después del uso con Foam Rolling. De esta manera, se demuestra
una proteccion del musculo después del uso del Foam Rolling. Por ultimo, se
demuestra un aumento en la angiogénesis que ha sido detectada debido a un
incremento significativo en el factor VEGF que fue notado después del uso del
Foam Rolling.

Actualmente permanece sin determinar el mecanismo exacto por el que
la técnica de Foam Rolling conduce a la recuperacion del masculo dafiado, pero
bajo nuestras condiciones la técnica Foam Rolling causa una disminucion en la
muerte celular debido a la apoptosis. El proceso de la apoptosis esta asociado
con la liberacién de proteinas dependientes de las caspasas, tales como
citocromo ¢ y SMAC/DIABLO e independientes de las caspasas como AIF (Du
et al., 2000). Estas proteinas son liberadas al citosol por la mitocondria en
repuesta al dafio a la célula. La apoptosis requiere de la regulacion de genes
especificos que se encuentran estrechamente coordinados en todos los
acontecimientos ocurridos en la apoptosis (Daniel et al., 2004). El balance entre
la supervivencia celular y la muerte celular es muy importante en el proceso de
la mitosis y también en el proceso de la apoptosis, siendo este ultimo muy
importante para monitorizar todos los procesos. La proteina SMAC/DIABLO
produce apoptosis mediante la neutralizacion de uno o0 mas miembros de la
familia de las proteinas de la familia de las IAP (proteinas inhibidoras de la
apoptosis) (Tchoghandjian et al., 2016). Nuestros resultados demuestran una
disminucion de la expresion de la proteina SMAC/DIABLO después del uso de
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la técnica del Foam Rolling en el musculo cuando comparamos con el musculo
control. De acuerdo con esto, la disminucion después de la aplicacion de la
técnica del Foam Rolling podria estar asociada con la inactivacion de la via de la
apoptosis mitocondrial via SMAC/DIABLO (Lee, 2016). Por lo tanto es posible
que esta proteina juegue un papel importante en la disminucion de la muerte
cuando disminuye su expresion, como detectamos tras la aplicacion del Foam
Rolling, y pueda estar asociado con la inactivacion de la via de la apoptosis

mitocondrial.

En condiciones normales, existe un equilibrio entre mediadores pro-
inflamatorios y anti-inflamatorios para permitir el mantenimiento del equilibrio
(Holdsworth and Gan, 2015). La mayoria de las citoquinas y de los mediadores
proteicos regulan las funciones celulares, incluyendo la supervivencia de la
célula, el crecimiento celular y la diferenciacion (Yang and Hu 2018). Nuestros
resultados demuestran que la técnica del Foam Rolling disminuye la liberacion
de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-o aplicada a los
cuédriceps de la rata. El toxico notexina puede producir dafio en el masculo
debido a diferentes mediadores inflamatorios como son IL-1f, IL-6 y TNF-a
(Swiderski et al., 2016).

La IL-6 (Interleucina-6) es una glucoproteina localizada en el cromosoma
7 y secretada por los macrofagos, células T, células endoteliales y fibroblastos.
Su liberacion esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNFa.
Paradgjicamente es wuna citoquina con actividad antiinflamatoria y
proinflamatoria. Se ha demostrado que la concentracion en el plasma de esta
citoquina aumenta durante el ejercicio (Febbraio and Pedersen, 2002; Febbraio
and Pedersen, 2005). Aunque se ha detectado en cantidades importantes en
diferentes enfermedades (Nishimoto et al. 1989, 2005; Yoshizaki et al. 1989).
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Un proceso inflamatorio prolongado en el tiempo o incontrolado es
perjudicial, ocasionando una exacerbacion del dafio al musculo por sobre-
expresion de factores pro-inflamatorios que aumentan la inflamacion debido a un
bucle de retroalimentacion positiva. Este bucle induce la produccion de mas
citoquinas o también posiblemente a especies reactivas de oxigeno (ROS),
ocasionando al final efectos deletéreos a la célula (Jabari et al., 2018). En los
primeros dias del dafio al tejido, se ha descrito un aumento en los niveles
plasmaticos de TNF-o (Meador et al., 2008). Ademas, este permanece elevado
debido a su accién en la necrosis celular (Bhatnagar et al., 2010). Por vias redox-
dependientes o independientes, TNF-a acelera la degradacién de las proteinas,
que promueven el catabolismo de las células (Moresi et al., 2008), produce
interrupcion del proceso de diferenciacion y ocasiona inhibicion de la miogénesis
(Langen et al., 2004). El TNF-a puede estimular el proceso catabdlico, quizas
siendo el primer mecanismo con potencial para actuar en el efecto catabdlico,
seguramente debido a una inhibicion de la diferenciacion de los mioblastos y por
una produccion de una respuesta regenerativa de las células satélite al musculo
dafiado (Moresi et al., 2008).

Se ha publicado que en cultivos de células musculares, el TNF-a
directamente disminuye la proteina total muscular, incluyendo las cadenas de
miosina pesadas de tipo rapido adultas (Moresi et al., 2008). En los resultados
de esta tesis demostramos un aumento en los niveles plasmaticos debido a la
notexina y una normalizacion a niveles normales después del tratamiento con la

técnica de Foam Rolling aplicada durante 3 dias.

Existen interacciones entre la accion del TNF-a y las citoquinas IL-1p e IL-
6 (Shi et al., 2018). La notexina causa un aumento significativo de las citoquinas
IL-1p e IL-6 comparado con el grupo control. Estas citoquinas ha sido asociada
con los procesos inflamatorios (Roerink et al., 2017). Por otra parte, IL-1p inhibe
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la sintesis de proteinas en el musculo esquelético (Borghi et al., 2014) y también
en el muasculo cardiaco (Yang et al., 2017). Los niveles plasméticos de la
citoquina IL-1p e IL-6 vuelven a valores normales cuando la técnica de Foam
Rolling es usada. Para realizar un resumen, la técnica de Foam Rolling y su

tratamiento reduce las proteinas pro-inflamatorias en el musculo dafiado.

En situaciones de inflamacién, tales como el dafio al musculo inducido por
la notexina, se produce un aumento significativo de la expresion del factor de
transcripcion NF-kB. En concordancia, nosotros encontramos un incremento
significativo de la expresion de NF-kB con una disminucion en su inhibidor IkB
tras la inyeccion con notexina al masculo de la rata. Se ha publicado que el
complejo citoquina-receptor es capaz de universo a otras citoquinas y a otras
proteinas de la matriz extracelular, produciendo sefales inflamatorias que
podrian ser muy importantes en muchas patologias diferentes (Bondareff, 2013).
La técnica de Foam Rolling disminuye el factor de transcripcion pro-inflamatorio
NF-kB, reduciendo la produccion de proteinas pro-inflamatorias, tales como IL-
1B, IL-6, TNF-a y COX-2 (Abat et al., 2015).

La ciclooxigenasa inducible COX-2 y los factores neurotréficos que la
envuelven se han relacionado con el dolor muscular de aparicion tardia
(Mizumura and Taguchi, 2016), como nosotros hemos demostrado después de
la inyeccién con notexina. La técnica de Foam Rolling podria ser un método mas
adecuado para la recuperacion de un musculo dafiado que el uso de farmacos

anti-inflamatorios no esteroideos u otras drogas. (Fleming et al., 2018).

Se ha demostrado y aparece en la literatura que la notexina provoca la
inactivacién de la cascada de las MAP quinasas (Chen and Chang, 2010),

afectando a la via de la p38 MAPK. Un aumento en la expresion de p38 y p-p38

107



EFECTO PROTECTOR DEL FOAM ROLLING FRENTE AL DANO MUSCULAR CARLOS
INDUCIDO POR LA NOTEXINA COLMENA

ha sido relacionada con un incremento en la diferenciacion celular y en la
liberaciobn de citoquinas en la comunicacion intercelular (Krauss, 2017). La
diferenciacion de los mioblastos es compleja, con un programa transcripcional
especifico existente en el ciclo celular y con cambios en la morfologia celular,
produciendo elongacion, alineamiento y produciendo miofibrillas sincitiales. Los
factores de transcripcion producidos son regulados por sefiales especificas de
vias de traduccion, incluyendo la via de la p38 MAP quinasa (Krauss, 2017). En
los resultados de esta tesis detectamos que el Foam Rolling produce un aumento
de p38y p-p38, mostrando una induccién de esta quinasa para proteger del dafio
producido por la notexina y aumentando la diferenciacion de los mioblastos.
Demostramos, también, que un incremento en ambas proteinas fue detectado
en el grupo de notexina + Foam Rolling comparado con el grupo control y el que
solo se le aplic6 Foam Rolling. Esto demuestra un aumento en la diferenciacion,
permitiendo que se involucren mas células musculares en las funciones de
trabajo. Por otra parte, una inhibicion de la proteina STAT ayuda a incrementar
la regeneracion del musculo esquelético, como fue detectado cuando el Foam
Rolling se us6 en ratas con notexina. Por lo tanto, cambios en la sefializacion
después del uso del Foam Rolling en términos de regeneracion y diferenciacion

conducen a aumentar la recuperacion después del dafio inducido por la notexina.

Debido a los posibles mecanismos protectores frente a la inflamacion
después de la aplicaciéon de la técnica del Foam Rolling, podria ocurrir una
disminucion en las proteinas pro-inflamatorias y un aumento de las proteinas
anti-inflamatorias después de la aplicacion esta técnica. De hecho, la citoquina
IL-10 y la proteina PPAR-y juegan un papel fundamental en la respuesta inmune
porque disminuyen la expresion de genes pro-inflamatorios (Saraiva My O'Garra
A, 2010; Bertin et al., 2013). Ademas, en el caso de PPAR-y, también actuando
como proteina anti-inflamatoria suprime la expresion y las sefiales del factor de
transcripcion pro-inflamatorio NF-kB. (Wan et al., 2007). Por otra parte, datos

recientes sugieren que la inhibicion de la via del factor de transcripcion NF-kB
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estimula los neutrofilos de fenotipo N2, con efectos neuroprotectores (Cuartero
et al., 2013). La proteina PPAR-y aumenta la captacién de &cidos grasos y la
esterificacion, promoviendo el almacenamiento de lipidos miocelulares,
produciendo simultdneamente un aumento de la sefalizacion de insulina y la
formacién de glucégeno. Todos estos efectos producen efectos positivos en la
salud metabdlica y en la reparacion del tejido. Nuestros resultados demuestran
qgue el uso del Foam Rolling a ratas con notexina significativamente aumenta la

citoquina IL-10 y la proteina PPAR-y.

Cambios en la apoptosis y en la inflamacién después de la aplicacion del
Foam Rolling puede justificar la atenuacion que se percibe en el dolor muscular
en individuos adultos sanos después de dafio muscular (Macdonald et al., 2014).
La disminucion en notar el dafio muscular puede estar relacionado con una
mejora de la recuperacion muscular, que podria conducir a un incremento en el
mejoramiento como han indicado y demostrado diferentes autores (Rey et al.,
2017; Fleckenstein et al., 2017).

Por otra parte, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un
factor paracrino que juega un papel principal en la promocion de la angiogénesis,
mejorando la supervivencia celular, induciendo proliferacion y aumentado la
migracion y la invasion de las células endoteliales. Ademas, VEGF es también
inducido por el factor de transcripcién PPAR-y en los miofibroblastos cardiacos
(Chintalgattu et al., 2007), disminuyendo la inflamaciéon. Durante la contraccion
de las fibras musculares esqueléticas se produce un control del crecimiento de
los capilares mediante la liberacién de VEGF (Hoier et al., 2013). También, VEGF
produce regeneracion del musculo esquelético mediante la estimulacion de la

diferenciacion miogénica a través de las células stem (Beckman et al., 2013).
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Nuestros resultados demuestran un alto grado de expresion de la
proteina, VEGF, después del uso de la técnica Foam Rolling a musculo dafiado
con notexina, indicando un papel activo en el mantenimiento del flujo sanguineo
en la microcirculacion para conseguir un aumento de mediadores solubles anti-
inflamatorios en el musculo. Estos resultados coinciden con los demostrados por
Hotfiel et al., donde indican que el flujo sanguineo aumenta significativamente
después del uso de la técnica del Foam Rolling en participantes sanos y
entrenados (Hotfiel et al., 2017). Ademas, la compresion causada por el Foam
Rolling sobre los vasos sanguineos reduce la rigidez arterial y mejora la funcion
endotelial vascular (Okamoto et al., 2014). Este ultimo dato podria ser debido a
una distorsién del endotelio vascular, que podria inducir la liberacion de 6xido
nitrico (NO) (Huey, 2018).

En suma, nuestro estudio demuestra un aumento en la apoptosis y en la
inflamacion después de la inyeccion con notexina (Figura 46) y una considerable

mejora después de la aplicacién del Foam Rolling (Figura 47).
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Figura 46: Accion de la notexina en el musculo de rata

Fuente: Carlos Colmena Zaragozd

Esta ultima figura 47 demuestra los cambios que la técnica del Foam

Rolling puede causar al masculo dafiado después de la induccion con notexina.

En base a esta figura 47, se puede establecer que esta es la primera

investigacion sobre el efecto del Foam Rolling en el tejido muscular y que

demuestra los mecanismos moleculares que subyacen. En aproximaciones

posteriores se deberian realizar estudios en humanos para confirmar nuestros

resultados.
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Figura 47: Accion del Foam Rolling tras notexina

Fuente: Carlos Colmena Zagozd
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7. CONCLUSIONES

1. La inyeccion de notexina al masculo cuadriceps de la rata ocasiona una
disminucién de la fuerza de agarre, un aumento del tiempo al atravesar
una barra estrecha, asi como un aumento en los fallos de las patas para
mantenerse en equilibrio sobre la barra. Todos estos resultados se ven
revertidos gracias a la aplicacion de la técnica del Foam Rolling. De esta
manera, la notexina afecta a la funcionalidad muscular y la aplicacion de
la técnica del Foam Rolling mejora dicha funcionalidad.

2. El téxico notexina disminuye la viabilidad celular y aumenta la apoptosis
en cuédriceps de rata detectado por la disminucién de citocromo c,
SMAC/DIABLO y AIF. El Foam Rolling previene de la muerte celular y de
la apoptosis inducida por la notexina.

3. La notexina ocasiona aumento de mediadores pro-inflamatorios (NF-kB,
IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a y COX-2) y provoca un aumento de los procesos
inflamatorios en el musculo de la rata. El Foam Rolling reduce los
mediadores pro-inflamatorios e incrementa los anti-inflamatorios (IL-10 y
PPAR-y) que producen recuperacion del dafio inducido por la notexina.

4. Por otra parte, un aumento en la proteina VEGF por aplicacién del Foam
Rolling demuestra un incremento en factores de crecimiento endotelial,

produciendo una mejora en la vascularizaciéon muscular.

Todos estos resultados justificarian el uso de la técnica de Foam Rolling
como método para la recuperacion muscular en atletas que han sufrido dafio

en el tejido.
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