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1. RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenerativa, multifactorial, de
gran incidencia en la poblacion y afecta principalmente a los adultos mayores. La EP se
caracteriza por una degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal.
La presentacion clinica de la EP se manifiesta principalmente a través de sintomas motores,
pero también no motores. En el primer grupo, podemos reconocer la bradiquinesia, temblor
en reposo, y alteraciones de la postura y marcha. En el segundo grupo, podemos reconocer
diversos sintomas, como trastornos neuropsiquiatricos, alteracion del suefio, disautonomias,
disfunciones sensoriales, dolor y fatiga. Actualmente, existe un tratamiento convencional
usado por décadas que ha permitido mejorar los sintomas motores, el que sin embargo
conlleva efectos secundarios como la discinesia y complicaciones motoras a largo plazo.
Ante ello, se han desarrollado nuevas estrategias para complementar o mejorar el
tratamiento actual, algunas de ellas basadas en herramientas con efectos positivos en
patologias como la epilepsia y el manejo del dolor. Es asi, como el tratamiento de la EP ha
evolucionado y se ha llegado a la estimulacion cerebral profunda (procedimiento aprobado
por la FDA), demostrando resultados eficaces en sintomas motores. Posteriormente, se
desarrolld la estimulacion epidural, el cual ha demostrado una mejoria de los sintomas
motores. Sin embargo, éstas aln son técnicas invasivas que requieren el implante de
dispositivos de estimulacion mediante cirugia, por lo que objetivo de este estudio es poder
descubrir los efectos motores que tendria la estimulacién eléctrica no invasiva de la médula
espinal. Se evalu6 el impacto de la estimulacion no-invasiva en un modelo parkinsoniano
en ratas con lesion estriatal unilateral con 6-hidroxidopamina. Se encontraron diferencias
en el desempefio de pruebas motoras como el rotdmero, en el peso corporal y en resultados
de inmunohistoquimica, que sugieren mayor preservacion de las neuronas marcadas con
TH. Estos resultados ofrecen soporte a la estimulacion eléctrica no invasiva como una

potencial alternativa terapéutica para el manejo de la EP.



2. INTRODUCCION

21 ENFERMEDAD DE PARKINSON

2.1.1. ANTECEDENTES

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que se
caracteriza por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal[1-3]
(Fig. 1). La EP es el segundo trastorno neurodegenerativo méas frecuente después de la
Enfermedad de Alzheimer[4], con una prevalencia estimada cercana al 1-2% en adultos
sobre 60 afios de edad y aumentando al 4% en mayores de 80 afios [3, 5]

No existe una relacion especifica con los factores que provocan la EP; sin embargo, se han
logrado identificar componentes ambientales y genéticos [6-8] que favorecen el desarrollo
de esta enfermedad, aunque existen multiples causas que provocan esta degeneracion
neuronal. En la clinica, la EP se ha caracterizado por el desarrollo de complicaciones
motoras observandose a través de fluctuaciones motoras, discinesias y sintomas no motores
[1,2,7,9].

Los signos cardinales de la EP son temblor en reposo, rigidez,
bradiquinesia/hipocinesia/acinesia, postura en flexion de cuello, tronco y extremidades,
pérdida de reflejos posturales y fenomeno de “congelamiento” [7, 10]. Comunmente, se ve
acompafiado de sintomas no motores caracterizados por cuadros neuropsiquiatricos, los
cuales afectan la calidad de vida[11]; entre ellos reconocemos la ansiedad, depresion,

alucinaciones, desorden de control de impulso y déficit cognitivo[1-3, 5]. Ademas se



presentan disfunciones autonémicas, provocando complicaciones gastrointestinales |,
urinarias, sexuales, trastornos sensitivos y del suefio [2, 5].

En la clinica, se puede evaluar el avance de los sintomas antes mencionados a través de la
pauta UPDRS [12, 13], que permite diagnosticar precozmente los sintomas parkinsonianos,
siendo utilizado como un instrumento de tamizaje, explorando aspectos motores,
cognitivos, del animo, del lenguaje, actividades de la vida diaria y complicaciones del

tratamiento.[12]

2.1.2. CARACTERISTICAS NEUROPATOLOGICASY
NEUROQUIMICAS

La EP se caracteriza por la pérdida de células dopaminérgicas en la Pars Compacta de la
Sustancia Nigra (SNpc)[3]; dichas células proyectan principalmente hacia el cuerpo
estriado. Esta degeneracion de las neuronas dopaminérgicas se caracteriza por tener un
inicio en el axon y terminales sinapticos, progresando de forma retrograda hacia el soma de
la sustancia nigra (SN) [14]. Esta degeneracion estd precedida por deficiencias en la
liberacion y recaptacion de dopamina por parte de los terminales presinapticos [15].

Por lo tanto, se produce una disminucién de la produccién de dopamina en la via
nigroestriatal [9, 16-20], afectando el normal funcionamiento y equilibrio de la vias directa
e indirecta de los ndcleos de la base, una de las principales estructuras encargadas de la
inhibicion, seleccion, inicio,y produccion de los movimientos[1, 20]. Una disminucion en
produccién de la dopamina favorece la activacion de la via indirecta por sobre la directa,

provocando una limitacion en la generacion del movimiento y por lo tanto, provocando los



sintomas propios de la EP antes mencionados [21-23]. Por otro lado, si hay un desequilibrio
o alteracion a favor de la via directa, esto provocara sintomas hipercinéticos[6].

Al existir una disminucion de actividad en la via nigroestriatal, se refuerza la cascada
inhibitoria del globo palido interno hacia el tdlamo y en consecuencia, de la corteza,
desfavoreciendo asi el inicio de los movimientos.[17]

Esta limitacion se observa en la clinica a través de los sintomas motores cardinales[7].
Dicha observacion se hace evidente frente a la pérdida del 60% de las neuronas
dopaminérgicas, que resulta en una disminucion del 80% de la dopamina disponible en el
estriado [24].

Este modelo clasico de la neuropatologia seria mas complejo que el proceso de
neurodegeneracion, estaria acompafiado de un correlato neurofisiolégico, lo que indicaria
una alteracion en el patron ritmico de descarga neuronal que determinaria la funcion
patologica [42, 43] .

Las neuronas en forma individual, poblaciones neuronales locales y/o maltiples conjuntos
de neuronas distribuidas a través de las regiones del cerebro a menudo muestran actividad
ritmica en el tiempo, Ilamado de oscilacion. Las oscilaciones neuronales son un mecanismo
esencial para que la actividad coordinada durante el funcionamiento normal del cerebro.
Las oscilaciones se pueden observar en todos los niveles de medicién, por ejemplo, a partir
de una sola neurona, los potenciales de campo locales (LFPs) y grabaciones cerebrales a
gran escala, como el electroencefalograma (EEG) [46, 47, 48]. Cualquier oscilacién puede
ser descrito como una combinacion de ondas sinusoidales con diferentes frecuencias (ciclos
por Segundo o Hertz), amplitudes, y la fase. Este marco da lugar a varios enfoques

analiticos y las medidas que se utilizan comunmente, tales como: sincronia y coherencia.
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La sincronia mide la relacion entre las estructuras temporales de las sefiales,
independientemente de la amplitud de la sefial. Dos sefiales, grabadas simultaneamente
desde diferentes sitios, se consideran ser sincronas si sus ritmos coinciden. La coherencia se
define por la covarianza de la amplitud de las oscilaciones grabadas desde diferentes sitios
para las diversas bandas de frecuencia. Las oscilaciones neuronales suelen dividir en
diferentes tipos en funcion de su frecuencia y el lugar especifico, como theta (2-7 Hz), alfa
(7-13 Hz en la corteza visual), beta (11-30 Hz), gamma (30 Hz -80), y mu (7-12 Hz,
sensoriomotor).

Las oscilaciones neuronales se correlacionan no solo con una serie de procesos fisioldgicos,
tales como los ritmos circadianos, la memoria, la atencion y la marcha, sino también con
varios eventos patoldgicos. Recientemente, los estudios en animales y humanos han
demostrado la existencia de diferentes tipos de actividad oscilatoria en los diversos nlcleos
de los nucleos de la base. Estas actividades podrian desempefiar un papel importante tanto
en la fisiologia normal y la fisiopatologia de este sistema [46, 47, 48]. Antes y durante el
movimiento voluntario, el nucleo subtaldmico (STN), globo pélido interno (GPI) y la
corteza forman una red funcional de largo alcance que resuena a 60-80 Hz [39, 42]. Este
rango de frecuencia ha demostrado ser procinético, por el contrario, las frecuencias de
aproximadamente 11 a 30 Hz y 3 a 10 Hz se considera que son predominantemente
anticinéticos. [47] En la EP se ha descrito una sincronizacion excesiva a una frecuencia
inferior en los ganglios basales circuito cortical. De hecho, los animales y los estudios en
humanos han demostrado una actividad oscilatoria sincronizada de forma anormal en la
banda beta (entre 8 -30 Hz) en multiples niveles en el circuito del motor voluntario. En

modelos animales, como primates tratados con MTPT, mostraron una oscilacion sincrénica,
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en el que se encontrd potencia maxima para estar en 10 -12 Hz. [48] La oscilacién en GPI
se redujo significativamente con la terapia de reemplazo de la dopamina y la estimulacion
cerebral profunda (DBS) [42, 43]]. Al mismo tiempo, este tratamiento ha logrado el control
sintomas motores. Este efecto es compatible con una estrecha relacién entre la
sincronizacién y la fisiopatologia de los sintomas de Parkinson. En otro modelo animal tal
como el 6-hidroxidopamina (6-OHDA) mostraron que la denervacion dopaminérgica con
plomo en ratas lesionadas tuvieron un aumento significativo en el poder y la coherencia de
la actividad oscilatoria de frecuencia beta que se encuentra en la LFP. La administracion de
un agonista del receptor de dopamina produce una supresion de oscilaciones de frecuencia
beta. En los registro de LPF, en los pacientes con EP han revelado consistentemente
oscilaciones prominentes entre 8 Hz y 30 Hz [44, 45, 46]. Esta sincronizacion excesiva se
ha observado en todo el circuito ganglios basales-cortical, y de manera similar a los
modelos animales de esta actividad es suprimida por el tratamiento con farmacos

dopaminérgicos y de alta frecuencia DBS en paralelo con la mejoria clinica. [49]

2.1.3 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO CONVENCIONAL

El tratamiento farmacoldgico se ha enfocado principalmente al aumento de la
disponibilidad de dopamina a través de la administracion de un precursor de dicho
neurotransmisor, conocido como L-Dopa (levodopa) [1, 2].

Al contrario de la levodopa, la dopamina no logra permear la barrera hematoencefalica, lo

gue no permite su uso oral como tratamiento de la EP[25].



La levodopa se transforma en dopamina a través de la accion de la dopa-decarbolixasa
(DDC). Esta conversién es eficiente; sin embargo, el aumento del neurotransmisor también
provoca multiples y frecuentes efectos adversos [26].

Durante 40 afios, la levodopa sigue siendo la droga fundamental para el tratamiento de la
EP, su efectividad ha sido confirmada por diversos estudios [26-32]. Durante su uso,
pacientes reportan un mejoramiento de la calidad de vida [26] e incluso reduciendo la
mortalidad asociada en esta poblacion[33].

Teniendo en cuenta que la dopamina participa en diversas funciones a nivel de todo el
sistema nervioso, es necesario asociarlo con un inhibidor de la DDC [25, 34], ya que sin
éste, la levodopa genera solo que el 5% alcance el sistema nervioso central. La presentacion
es conocida como carbidopa y se utiliza en una proporcion levodopa/carbidopa 10:1.
También se utiliza la benserazida con un efecto similar, utilizando una proporcion 4:1.
(REF)

El efecto de la levodopa se debe a la sintesis de dopamina en la neurona, la que una vez
liberada, activa receptores dopamineérgicos [25, 30]. Este efecto permite una disminucion de
las manifestaciones motoras propias de la EP. Sin embargo, aproximadamente a los 5 afios
de tratamiento el 40% de los pacientes manifiestan complicaciones[7], por la disminucion
de la duracién de los efectos y por la aparicién de movimientos involuntarios (discinesias)
[7, 27, 29, 32, 34-37]. Sumado a estos efectos motores adversos, también estd documentada
una muerte neuronal acelerada, postulando que pudiera ser toxico para las neuronas

remanentes en EP [37].
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2.2 ESTIMULACION CEREBRAL PROFUNDA

La degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en la via nigro-estriatal produce una serie
de trastornos motores y cognitivos que progresan con el tiempo[7]. Debido a los efectos
limitados de la levodopa se ha buscado nuevas estrategias terapéuticas que complementen
este tratamiento. Segun lo revisado previamente podriamos encontrar una correlacion entre
la degeneracion dopaminérgica que estaria asociada con un patrén de sincronizacion
oscilatoria en el circuito cortical-ganglios basales [38, 39].

Como una forma de aproximacion terapéutica se ha observado que la estimulacion
profunda en nucleos subtaldmicos se ha convertido en un tratamiento eficaz para la EP [40-
44].

Diversos estudios han demostrado que las estimulacion cerebral profunda[45] (DBS, su
sigla en inglés por Deep Brain Stimulation) mejora el desempefio en sintomas motores
cardinales como la inestabilidad postural, temblor y bradiscinesia.[41, 46]. Hay evidencia
de que puede existir un empeoramiento de los sintomas cardinales después del DBS; sin
embargo, esto estaria asociado a multiples factores y la progresion de la patologia.

Diversas hipdtesis podrian explicar los efectos terapéuticos de la DBS sobre la EP [45],
entre ellos la inhibicion indirecta que realiza sobre otras estructuras. Por otra parte, la
estimulacion de alta frecuencia podria regularizar la actividad entre nlcleo subtalamico y
globo palido interno, y en tercer lugar, la alta frecuencia y actividad del DBS podria inducir
la amplificacion de sefiales del sistema necesario para el movimiento normal [45, 47].

A pesar de que existen multiples beneficios de este tratamiento, cabe sefialar que las
complicaciones y riesgos de la DBS son importantes,[48-50], dichas complicaciones

relacionadas con DBS pueden ocurrir durante el procedimiento, inmediatamente después de
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la cirugia o incluso muchos afios después de la implantacién. Las complicaciones de la
DBS pueden estar asociadas a complicaciones relacionadas con la cirugia, complicaciones
relacionadas con el hardware y complicaciones relacionadas con la estimulacion. [52].
Ademas de ser un tratamiento invasivo, la seleccion de los pacientes es muy especifica, ya
que requiere de una condicion social y cognitiva que lo permita, siendo en general aplicable
a tan solo un 1,6% de los pacientes cumpliendo estrictamente los criterios de inclusion y al
momento de flexibilizar los criterios, el porcentaje de elegibilidad aumentd un 4,5% [53].

Los mecanismos subyacentes a este efecto terapéutico podrian estar relacionados con la
desincronizacion de la actividad neuronal dentro de los circuitos de ganglios corticobasales
y la reduccion global de la coherencia entre estas estructuras en la llamada frecuencia beta

(8-30 Hz).

23  ESTIMULACION MEDULAR EPIDURAL

La Estimulacion Medular Epidural se estd convirtiendo en una aproximacion terapéutica
valida para el tratamiento de los sintomas motores del Parkinson resistentes al tratamiento
farmacol6gico convencional.

Esta técnica se ha desarrollado desde la década de los 60°s donde se utilizé la estimulacion
eléctrica de los cordones dorsales de la medula espinal (DCS) para el tratamiento del dolor
cronico. En los afios 70 se realizo la estimulacion en cordones dorales a nivel C1-C2 con
alta frecuencia para el tratamiento de la torticolis espasmaddica, sin embargo, los resultados
nos fueron concluyentes. Luego, y después de los hallazgos experimentales originales en

modelos animales de EP a fines de la década de 2000, varios estudios preliminares han
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informado los efectos clinicos beneficiosos de la DCS en pacientes con EP. Los efectos de
la DCS no solo son significativos en los sintomas motores como la acinesia, la bradicinesia
y el temblor, sino que también proporcionan un alivio significativo de los sintomas axiales,
la marcha y el deterioro de la postura y el “congelamiento” [55-60]., una variedad de
problemas que son dificiles de tratar con la terapia terapéutica actual. La evidencia
experimental actual sugiere que la DCS modula la actividad de las estructuras subcorticales
y corticales activando las fibras de CC ascendentes de la médula espinal. Aunque el
mecanismo preciso aun no esta claro, el DCS continuo de alta frecuencia parece interrumpir
la activacion neuronal sincronizada de baja frecuencia patoldgica observada en los nucleos
de la base y la corteza motora, que se ha asociado con la EP. De hecho, los efectos
neurofisioldgicos observados con DCS en animales experimentales imitan a los observados
durante la terapia de reemplazo de dopamina. Ademas, en roedores, la DCS también ha
producido un efecto protector a largo plazo en la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas, lo que la convierte en una opcion de tratamiento prometedora para la EP
en etapa temprana junto con la terapia tradicional con levodopa.

Este tratamiento incluiria mejoras instantaneas, que se han asociado a la desincronizacion
de oscilaciones en baja frecuencia a través del circuito formado por la corteza, nucleos de la
base y ndcleos subtalamicos [59, 61]. Estudios posteriores, que midieron los efectos a largo
plazo, describieron mejoras sostenidas en el tiempo.[61, 62]

Esta recuperacion funcional observada en modelos animales fue acompafiado de una
interrupcién de las oscilaciones de baja frecuencia aberrantes presentes en la corteza y los
nucleos de la base, lo que lleva a la aparicion de patrones de actividad neuronal que se

asemejan al estado normalmente precede la iniciacién espontanea de movimiento.
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Fuentes y cols, en diversos estudios [55, 56] ha demostrado que esta técnica ha permitido
un mejoramiento en funciones de locomocion en un modelo animal. Ademas, Fenelon y
cols, han reportado resultados en pacientes humanos utilizando esta técnica, mejorando los
signos motores e incrementando en un 47,6% el puntaje del UPDRS [63].

Estas experiencias han demostrado que la implantacion de electrodos y estimulacién sobre
la médula espinal provoca una mejora en sintomas motores, y que se relacionaria con una
disminucién en la sincronizacién de las oscilaciones en baja frecuencias a nivel cortical
[56]; dicha sincronia estaria relacionada con la presencia de estos signos motores propios
de la EP.

Las pruebas disponibles a partir de los estudios en modelo animal y casos clinicos en
humanos, apoyan la técnica, teniendo efectos terapéuticos agudos y de largo plazo sobre

sintomas motores de la EP.

2.4 ESTIMULACION ELECTRICA NO INVASIVA DE LA MEDULA ESPINAL
En la busqueda de nuevos blancos, se ha desarrollado una técnica de estimulacion medular
no invasiva. Teniendo la consideracion de ser una técnica no invasiva, segura, y que
permite la modulacion de la excitabilidad corticoespinal. Es asi como Bocci y cols., [64-66]
a través de su protocolo de estimulacion transcutanea logré6 comprobar cambios sobre la
excitabilidad de los tractos corticoespinales, y sugiere que esta estimulacion logra un
cambio a nivel cortical, pudiendo tener un impacto sobre las oscilaciones aberrantes

presentes en la EP.
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Otro grupo italiano, Cogiamanian y cols, [67-69] estudié como la estimulacion transcutanea
modula la actividad en los sistemas lenmiscal, espinotaldmico y motor. Modulando la
excitabilidad de la médula, postula a esta técnica como una herramienta complementaria a
diversas patologias, incluyendo el dolor [67]. EI mecanismo de funcionamiento estaria
asociado a la neuromodulacion de las oscilaciones a nivel de la corteza somatosensorial,
esta técnica también se ha utilizado para la remodelacién de proyecciones cortico espinales
y también se sabe que causa cambios en la expresidn de los genes en las vias ascendentes.
Esto sugiere que la estimulacion eléctrica da lugar a una sefial que se transmite en multiples
areas corticales y subcorticales de gran interés , desde el punto de vista terapéutico, en el

cerebro humano [70].

Dado los antecedentes aqui propuestos respecto a EP y la evidencia de la potencial
efectividad de esta técnica, es posible considerar que esta forma de estimulacion no
invasiva podria sugerirse como una estrategia segura y efectiva sobre los signos motores de
la EP. Al respecto, nos propusimos evaluar si es posible reproducir dichos hallazgos en un
modelo parkinsoniano animal ampliamente estudiado como es la hemilesion con la toxina
6-OHDA, e indagar sobre los posible mecanismos que subyacen al potencial efecto
benéfico de dicho tratamiento a través de pruebas motoras, recuperacion de peso y técnicas

histoldgica.
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3  HIPOTESIS

La estimulacion eléctrica no invasiva de la médula espinal produce mejoras en sintomas
motores en modelo de ratas parkinsonianas a través de un mecanismo de un mecanismo de

neuroproteccion de las neuronas dopaminergicas.

4  OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

4.1 Evaluar los efectos motores de las estimulacion eléctrica no invasiva de la médula

espinal en modelo de ratas parkinsonianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1 Disefiar sistema de estimulacién eléctrica no invasiva de la médula espinal.

4.1.2 Reproducir el modelo de ratas parkinsonianas.

4.1.3 Evaluar los efectos motores del protocolo de estimulacion no invasiva de la médula
espinal en modelo de ratas parkinsonianas.

4.1.4. Comprobar el efecto de la lesion con 6-OHDA sobre células dopaminérgicas de la
via nigroestriatal en ratas parkinsonianas.

4.1.5 Cuantificar neuronas dopaminérgicas en sustancia nigra y proyecciones a estriado.
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5 METODOLOGIA

51  ANIMALES

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos adultas (Dia postnatal 60); mantenidas a
temperatura (22 +2°C) y humedad (50 %) controlada, bajo ciclos luz-oscuridad invertido
(12:12 horas). Los animales tuvieron disponibilidad de comida y agua ad libitum. Se
realizaron todos los esfuerzos posibles para reducir al minimo el nimero de animales
utilizados en éste proyecto y evitar su sufrimiento. Todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina

de la Universidad de Chile, protocolo CBA 0954 FMUCH.

5.1 DEFINICION DE PARAMETROS

Previo a la realizacion del disefio experimental, fue necesario llevar a cabo la definicién de
los pardmetros de estimulacion. De acuerdo a la literatura, existe una relacion entre el
desempefio motor y la actividad beta oscilatoria (8-30 Hz), observada en el potencial de
campo local. Por lo tanto, se llevd a cabo un registro electrofisiologico in vivo en los
siguientes ndcleos: estriado dorsal, nucleos posterolateral ventral, corteza somatosensorial
primaria y corteza motora primaria. Este registro se llevo a cabo a través de un implante en
tres ratas, a las que previamente se les aplicé el modelo de 6-OHDA unilateral.

Se aplicaron diversos protocolos de estimulacién (corriente alterna, continua y mixta) y se
comparo el poder de banda previo, durante y después de la estimulacién. Los parametros a
usar se basaron en limites de seguridad, evitando el dafio y dolor por parte del animal.

Luego de la aplicacion de dichos protocolos de estimulacion y el andlisis de sus resultados,

17



se determind que el protocolo mixto, que usa corriente directa y alterna, de +2500 pA / 300
Hz, fue el Unico efectivo en disminuir la actividad beta en el circuito motor durante y
posterior a su aplicacion, por lo tanto fue seleccionado para llevar a cabo el disefio

experimental propuesto.

5.2 DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar los efectos de la estimulacién eléctrica no invasiva, se procediéo a la
clasificacion de forma randomizada de dos grupos, a los que se denominé: (a) 6-OHDA con
estimulacion eléctrica no invasiva y (b) 6-OHDA sin estimulacion eléctrica no invasiva

(total = 6 ratas, cada grupo n= 3). (Tabla 1)

Lesion 6-OHDA Estimulacidn eléctrica no Test del Test del Control de
Grupo
Unilateral invasiva Cilindro Rotamero Peso
A v v v v v
B v X v v v

Tabla 1: Resumen de tratamientos y medidas de control: Se realizo el siguiente disefio experimental donde

el grupo A seré el grupo estimulacion (n=3). y el grupo B, el control (n=3).

A partir del dia 10, se inicio el protocolo de estimulacion eléctrica diariamente para el
grupo A. Dicho protocolo se realizé en vigilia a través de electrodos. En la estimulacion

eléctrica no invasiva, dos electrodos de 2,5 x 1 cm se posicionaron en la zona dorsal de la
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columna en forma paralela a nivel téraco- lumbar (catodos) y a nivel ventral por abdomen,

se coloco un electrodo de la mismas dimensiones (anodo). En el grupo B se realizd

instalacion de los parches de estimulacion, pero no se aplicé el protocolo de estimulacion.

Figura 1

Dorsal Ventral

VAN

& N S jﬁ%x

Figura 1 Disposicién de electrodos: Dos
anodos en la zona dorsal con electrodos de 1,25
x 3 cms y un Catodo en la zona ventral de 2,5 x
3 cms. Ubicados desde T12 a L5.

la

Las evaluaciones del control de peso se realizaron diariamente, al igual que el test del

cilindro. El test rotacional, se llevd a cabo los dias 12, 14, 16, 18 'y 20 .
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Figura 2.
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Figura 2: Esquema de disefio experimental para evaluar efectos motores de la estimulacion eléctrica
no invasiva: Se inicia con evaluaciones basales (Test del cilindro, rotamero inducido con anfetamina por
30 minutos y control de peso) 7 dias previo a la cirugia (Dia 0), 10 dias posterior a la cirugia se realiza
evaluacién postlesion. El protocolo de estimulacién se inicia al dia 11 y se practica durante 10 dias
seguidos con evaluacion de cilindro diario y control de peso. La evaluacion del rotdmero se lleva a cabo
los dias 12, 14, 16, 18 y 20. Se practica la eutanasia el dia 20 (n=6).

5.3 LESION CON 6-OHDA UNILATERAL

Todas las ratas se anestesiaron con isoflurano inhalado al 1-2% y se posicionaron en
instrumento esterotaxico: 20 ug de 6-OHDA[69-71] (4ul en 5 mg/ml disuelto en solucion
salina que contiene acido absérbico 0,2 mg/ml; Sigma-Aldrich, USA); en un volumen total
de 4 uL a través de una microjeringa Hamilton en el haz medial del hemisferio derecho
(Tabla 2. Las coordenadas de las tres inyecciones son: (1) +0,1 mm anterior al bregma, -0,3
mm lateral a la sutura sagital y -0,5 mm ventral a la superficie del cerebro, con el diente-bar

fijado en -3.0 mm, (2) -0,01 mm anterior al bregma, -0,37 mm lateral a la sutura sagital y -

-
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0,5 mm ventral a la superficie del cerebro con el diente-bar fijado en -3.0 mm, (3) -0,12
mm anterior al bregma, -0,45 mm lateral a la sutura sagital y -0,5 mm ventral a la superficie
del cerebro con el diente-bar fijado en -3.0 mm, de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson.
La tasa de inyeccion fue de 1 pl/min. Después de cada inyeccion, la jeringa se dejé en su

lugar durante cinco minutos antes de ser retirada lentamente (1 mm/min).

Tabla 2.

Inyeccion AP ML DV
lera +0,1 -0,3 -0,5
2da -0,01 -0,37 -0,5
3era -0,12 -0,45 -0,5

Tabla 2: Coordenadas de inyecciones para lesion 6-OHDA unilateral: Coordenadas segun atlas de
Paxinos y Watson para realizar lesion en proyecciones nigroestriatales del hemisferio derecho de las ratas.

5.4 PRUEBAS MOTORAS

5.4.1 TEST DEL CILINDRO

La prueba del cilindro evalta el grado de asimetria en el uso de las patas delanteras, ya que
el hemicuerpo contralateral al hemisferio inyectado con 6-OHDA es el afectado en
términos motoresSe realizé la prueba una semana antes de la lesion para tener un nivel
basal; luego se evalu6 a la semana siguiente para corroborar el efecto de la lesiéon con 6-
OHDA. Finalmente, se evalu6 en forma diaria, para conocer los efectos terapéuticos del

tratamiento realizado.
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Las ratas se colocaron en un cilindro transparente (20 cm de diametro y 30 cm de altura)
durante tres minutos, y se registré el nimero de contactos de las patas delanteras a la pared
del cilindro[72].

La puntuacién de la prueba del cilindro se calcula en relacion a la pata contralateral de la
lesion, es decir, [(N° contactos pata contralateral)-(N° contacto pata ipsilateral)/(N°

contactos totales) x 100][73].

542 TEST ROTACIONAL

La prueba del rotamero[74] inducida por apomorfina (5.0 mg/kg, Sigma-Aldrich, USA) que
provoca que la rata gire sobre su propio eje en sentido contralateral a la lesion, se evalud
cada dos dias y se realiz posterior a la prueba del cilindro, para no influenciar el efecto
farmacoldgico sobre dicho test. Los giros completados en 180° se evaluaron durante 30
minutos, lo que se registro a través de Software Rota-Count (Columbus Instruments, Ohio,

USA).

5.5 CONTROL DE PESO CORPORAL

Se realiz6 un registro diario del peso corporal, para observar y comparar la recuperacion de
éste parametro en ambos grupos, entre los dias 0 y 21. Este registro se utiliz para conocer
parte de la recuperacion de la funcion motora y el aumento del apetito, asociado a la

capacidad del animal para alimentarse y moverse.
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5.6 INMUNOHISTOQUIMICA

Despues de la ultima sesion , el dia 20 despues de la inyeccion de 6-OHDA, Dos horas
después de la inyeccion de Anfetamina, PTA (1,5 y 2,5 mg / kg ip respectivamente) o
solucion salina, las ratas fueron profundamente anestesiadas con hidrato de cloral (400
mg/kg, ip) y perfundidas transcardialmente con solucién salina, seguido de
paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0,1 M, pH 7,5. Después de ello, se retiraron los
cerebros, se cortaron en bloques y se mantuvieron en la solucion de fijacion de
paraformaldehido durante 2 horas. Los bloques de tejido se transfirieron y se mantuvieron
en 20% de sacarosa en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), durante 19 a 48 horas.
Luego, los cerebros se seccionaron en cortes coronales 30-LM por medio de un criostato
Leica CM 1510 (Leica Microsystems NusslochGmbH, Nussloch, Alemania).

e Deteccion inmunoldgica para TH: Los cortes cerebrales fueron incubados por 1
hora con solucion de bloqueo, que contiene suero normal de cabra al 3%
(Invitrogen), TritonTM x-100 al 0.4% y azida de sodio al 0.02% en PBS.
Posteriormente, los cortes coronales fueron incubados durante toda la noche en la
solucion del anticuerpo primario anti-TH, hecho en conejo a una dilucion 1/5000
(Cat N° 657012; Calbiochem). Al otro dia, las secciones de cortes coronales se
lavaron 4 veces con PBS, durante 10 minutos. Después de esto, se incubaron los
cortes con el anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo (Vector Laboratory Inc.,
Burlingame, CA). La deteccion se realizé usando el kit Vectastain ABC (Vector
Laboratory Inc., Burlingame, CA) y lavados posteriormente con PBS (3 veces por
10 minutos). Luego, los cortes coronales fueron incubados con una solucion de

diaminobenzidina al 0.05% (Catdlogo N°D-5905, Sigma-Aldrich), conteniendo
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H202 al 0.025% en PBS como sustrato de reaccién por 5-10 minutos, seguido de
lavados con PBS (2 veces por 10 minutos). Finalmente, los cortes coronales fueron
montados en porta objetos con gelatina al 0,1% , secados durante toda la noche y
luego, cubiertos con cubreobjetos.

e Analisis de datos: ElI numero de neuronas marcadas con TH se cuantifico en un area
determinada en cada hemisferio, a nivel de la region evaluada. Las neuronas
marcadas se contaron usando el programa Image J (NIH, EEUU). Los valores
obtenidos de las neuronas marcadas en la sustancia nigra pars compacta (SNc) se
resumieron en cada grupo. Se analiz6 el porcentaje del lado intacto y se utilizé el

promedio para los analisis estadisticos.

5.7 CALCULO Y ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se expresan como media + SD. Se utilizo ANOVA con analisis post-hoc
para analizar las diferencias entre los grupos. La prueba post hoc de Bonferroni se aplico

para que fuera significativa entre los grupos.
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6 RESULTADOS

6.1 PRUEBAS MOTORAS

6.1.1 TEST DEL CILINDRO

Al analizar todas las ratas (n=6) que fueron lesionadas a nivel de estriado derecho y sus
proyecciones con 6-OHDA, se logr6 corroborar la efectividad de éste procedimiento diez
dias después, a través del test del cilindro; evidenciandose un deterioro de la funcion
motora (Pre-lesion: 50,07 + 4,65 y Post-lesién: 15,77 + 10,71, unidades porcentuales de
uso de la extremidad anterior contralateral a la inyeccion de 6-OHDA, p=0.,015, n = 6)
(Figura 3A). Dicho test permite evaluar la asimetria del uso de las extremidades anteriores
y es una medida sensible del grado de pérdida de neuronas dopaminérgicas del hemisferio
lesionado.

Ambos grupos mostraron un rendimiento menor en la evaluacion posterior a la cirugia, en
Es importante mencionar que en los dias posteriores a la medicion post lesion no hubieron
movimientos y/o contactos en varias de las medidas por parte de las ratas. Al ser una
prueba de asimetria, no es posible realizar un analisis estadistico del desempefio motor de
las ratas y del efecto de la estimulacion eléctrica no invasiva.

comparacion con la evaluacion basal (Figura 3B).
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Figura 3.
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Figura 3. Resultados del test del cilindro. (A) Desempefio motor de cada rata. La puntuacion de la prueba
del cilindro se calcula en relacion a la pata contralateral de la lesion, es decir, [(N° contactos pata
contralateral)-(N° contacto pata ipsilateral)/(N° contactos totales) x 100]. (B) Promedio del desempefio motor
de las 6 ratas mostrando una mayor asimetria en el contacto de las patas delanteras con el cilindro post-lesion
(p=0.015, n=6).

6.1.2 TEST ROTACIONAL INDUCIDO POR APOMORFINA

En el analisis de las rotaciones inducidas por apomorfina, se observa una diferencia entre el
desemperio previo a cirugia y primera medida post cirugia (Prelesion: 35,17 + 7,17 y Post-
lesion N°1: 260,50 + 75,93 vueltas en 180° en 30 minutos, p=0,48, n=6) que demuestra la
efectividad de la lesion mediante esta prueba (Figura 4A).

Por otra parte, se observa una importante diferencia entre ambos grupos, A y B, existiendo
un mejor desempefio motor en el grupo que recibio la estimulacion.

El ndmero de rotaciones inducidas (180%30 min.) por apomorfina, posterior a la
estimulacion eléctrica del grupo A (n=3), tiende a disminuir a contar del dia 12: 133,33 +
83,18, dia 16: 514,33 + 210,44, dia 18: 309 + 155,56, dia 20: 388 + 57,36). Esto, en
comparacion con el grupo B (n=3) (dia 12: 369,33 + 103,22, dia 16: 574,66 + 164,83, dia
18: 636 + 317,21, dia 20: 765,33 + 340,37). Se utiliza t-test para una muestra. No se

observa una diferencia significativa entre ambos grupos p=0,55 en el dia 20. (Figura 4B).
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Figura 4: Numero de rotaciones inducidas por apomorfina (180%30 min.) (A) N° de vueltas
contralateral a la lesion (180°) prelesion v/s postlesién n°1. Se observa una diferencia significativa en el
desempefio motor del grupo de ratas prelesion v/s postlesién N°1 (n=6) (B) N° de vueltas contralateral a la
lesion (180°). En el grupo de ratas estimuladas (verde) se observa una disminucién de las rotaciones en
comparacion al grupo B (morado). La prueba del rotamero inducida por apomorfina (5.0 mg/kg.) lo que
provoca que la rata gire sobre su propio eje en sentido contralateral a la lesion, se evalué cada dos dias y
se realizo posterior a la prueba del cilindro para no influenciar el efecto farmacol6gico sobre dicho test. Se
miden la cantidad de vueltas (180°9 en 30 minutos.

6.2 CONTROL DE PESO CORPORAL

Previo a la cirugia, ambos grupos poseian un peso similar: grupo A (estimulacion, n = 3)
(406,67 £ 27,53 gramos) y grupo B (control, n = 3) (411,33 = 15,63 gramos) (Figura 5A).
Posterior a la cirugia, existio una pérdida de peso en ambos grupos, que luego fue
recuperada en los dias siguientes. El registro de peso preoperatorio, también fue similar:
(427,67 £ 28,37 gramos ) en el grupo A, mientras que en el grupo B fue de (409,33 £
33,47 grs.). Al dia 20, el peso de los grupos fue notoriamente distinto: grupo A (434,33 +
53,29 gramos ) y grupo B (388 £ 10,44 gramos ) . Se utiliz6 ANOVA con anélisis post-hoc
para analizar las diferencias entre los grupos. La prueba post hoc de Bonferroni se aplico
para que fuera significativa entre los grupos. Existié diferencia significativa entre ambos

grupos en el dltimo dia: p=0,034. (Figura 5B)
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Figura 5: Evolucion de Peso: (A) Promedio de peso de grupo control, n=3 (morado) v/s grupo
estimulacion n=3 (verde), se observa la evolucién del dia de cirugia (dia 0), inicio de la estimulacién (dia
11) y evolucién del peso hasta el dia 20.

6.3 INMUNOHISTOQUIMICA

Las ratas que recibieron estimulacion (grupo A) mostraron una preservacion significativa
de las neuronas marcadas con TH en Sustancia Nigra Pars Compacta (SNpc) del hemisferio
lesionado; siendo el promedio de neuronas marcadas en grupo A (n=3) (56,26 £ 4,44) en
comparacion con el grupo B (n=3) (33,78 + 2,69) Se utiliza t-test para una muestra (p =

0,012) (Figura 6).
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Figura 6.
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FIGURA 6: Neuronas marcadas con TH en Sustancia Nigra pars compacta (SNpc): Se observé una
pérdida severa de las neuronas positivas para TH en SNpc en el grupo B (control), en cambio, se registra
una mayor preservacion de neuronas positivas para TH del hemisferio lesionado en SNpc en el grupo A
(estimulacion) (*p = 0,012, n = 3).
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7 DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos de los experimentos podemos hallazgos interesantes.
En primer lugar, la evaluacion del test del cilindro, ya que se permitié corroborar la
efectividad de la lesion unilateral de 6-OHDA, todas las ratas mostrar un deterioro de la
funcion motora utilizando este test. Dicha prueba evalta la asimetria del uso de las
extremidades anterior y es una medida sensible del grado de pérdida unilateral de la
expresion de dopamina.[76, 77]

Esto nos permitio ratificar la efectividad de la lesion realizada. Sin embargo, no se logra
determinar la efectividad del tratamiento en los grupos, ya que en las medidas posterior de
evaluacion post-lesion las ratas no tocaron el cilindro y no entraron en contacto con las
paredes, por lo que no es posible determinar conclusiones en dicha prueba. Se sugiere a
futuro modificar el disefio y no realizar la prueba diariamente.

En relacion al test rotacional inducido por apomorfina, se observa una mejorar en el
rendimiento motor en el grupo estimulacion, la prueba de induccion por apomorfina es una
prueba ampliamente utilizado para conocer el nivel de activacién y liberacion de dopamina,
en este caso, se evalla la disminucion por las caracteristicas del modelo parkinsoniano. [78,
79] Este modelos ha sido utilizado para conocer el efecto terapéutico de sustancias que
mejoran los signos motores en experimentos con ratas con 6-OHDA vy los resultados de
nuestros experimentos obtienen resultados interesantes que nos permitirian sugerir que la
técnica estimulacién eléctrica mejora el rendimiento motor al igual que otros tratamientos
utilizados para esta labor [79, 80]. A lo largo del experimento, se observa como en el grupo
control existe un aumento de las vueltas contralateral que, reportaria un aumento

significativo en la degeneracion de la estructura lesionada en consideracion con el grupo

33



lesionado y estimulado que reporta un menor aumento a lo largo del tiempo. Estos
resultados se pueden comparar con tratamientos similares y comprobados de
neuromodulacion, farmacologicos y nuevos métodos para el tratamiento de la EP [78, 81,
82] El mecanismo por el cual el protocolo de estimulacién atenta el comportamiento de la
rotacion e inhibe la supersensibilidad de la DA en la actualidad sigue sin estar claro. La
evidencia convergente sugiere que la inhibicion de la actividad de la monoaminooxidasa-B
(MAO-B) podria atenuar la supersensibilidad de los receptores de DA en el estriado en el
modelo animal 6-OHDA. De acuerdo con estos resultados, es necesario un estudio
adicional para determinar el mecanismo de subyacencia mediante el cual el protocolo de
estimulacion haria disminuir los déficits motores en el modelo animal parkinsionano [79]

La evaluacion del peso de ambos grupos se observan una diferencia entre ambos grupos.
Antes de la cirugia y previo al inicio del protocolo de estimulacion se observa que ambos
grupos poseen un peso similar y se comportan del mismo modo, existiendo una leve
pérdida del peso post-cirugia que luego, en ambos grupos aumenta en forma proporcional.
Sin embargo, entre ambos grupos en el ultimo dia del protocolo existe una diferencia
significativa. La trayectoria general de aumento de peso en el presente estudio fue
consistente con el estudio de Kretschmer et al. [83] Este es un reporte que se relaciona con
una mejora del rendimiento motor [84, 85] y se relaciona con el repertorio motriz de las
ratas quienes logran un mejor balance y estabilizacion del control del peso en comparacion
con el grupo control, que es mas sedentario. Esta prueba se ha utilizado como indice de
mejoramiento del comportamiento y esta relacionado con la posibilidad de tener un mejor

repertorio motor utilizando ambas extremidades anteriores, mejor funcionamiento motor y
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balance de consumo v/s gasto energético, teniendo en cuenta que ambos grupos tenian
acceso a comida estandar del laboratorio ad libitum. [83, 86, 87]

Al finalizar el protocolo de estimulacion, se realiza la perfusion de las ratas con lesion 6-
OHDA 'y realizacion del recuento y analisis de la presencia de tirosina hidroxilasa (TH)
para cada rata. El resultado de la innumoreactividad para TH revel6 una pérdida
significativa de las neuronas dopaminérgicas en el hemisferio lesionado y existiendo una
diferencia de pérdida entre ambos grupos. Que podria describir un posible mecanismo de
neuroproteccion que disminuye el curso natural de la lesion a través de 6-OHDA, el cual se
relacionaria con los resultados del test rotacional, ya que en ambas pruebas se observa un
deterioro a lo largo del tiempo que se aminora por efecto del tratamiento. Esta prueba nos
permite por una parte, corroborar la efectividad de la lesion y la zona afectada y en segundo
lugar, la diferencia en el recuento de neuronas de neuronas entre ambos Qrupos
demostrando que existe una mayor conservacién de neuronas tincionadas en el grupo
estimulacion

Estos resultados no podria sugerir un efecto restaurador, sin embargo, si existiria un efecto
neuroprotector [88]. Esto estaria dado como resultado de la disminucion de la perdida
progresiva que produce la toxina sobre el tejido lesionado y se asociaria con la recuperacion
funcional y estructural en un modelo animal clasico de PD, lo que sugiere un papel
potencial en la regulacion de la progresion de la enfermedad en los seres humanos.

De acuerdo con estos resultados, es necesario un estudio adicional para determinar el
mecanismo de subyacencia mediante el cual el protocolo de estimulacién permitiria este
proceso de neuroproteccion, una alternativa seria el registro y andlisis de factores

neurotréficos que podria colaborar en la explicacion de este proceso.
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En general, el mecanismo detrds de este efecto podria explicarse, seria a través de la
modulacion de las fibras aferentes de la columna dorsal, y posiblemente la activacion o la
excitabilidad de cambio de la via meniscal medial, provocando cambios en el circuito
talamico-ganglios basales-cortical, que pueden ser rastreados en términos de la actividad
neuronal de estas areas como lo explica [81]. Ademas, los circuitos espinales locales
podrian ser moduladas por el protocolo de estimulacion, por lo tanto, facilitando la

influencia de los sistemas de control descendente, la mejora general de la funcion de motor.

Actualmente, aln nos encontramos en una etapa de exploracién de nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento de la EP, de este modo, se han buscado nuevos
complementos a este tratamiento. Ante eso, se han desarrollado nuevas estrategias,
especificamente, a través de técnicas de estimulacion eléctrica sobre nucleos de la base —
técnica conocida como DBS [45, 50]- la cual ha sido efectiva en los sintomas motores de la
EP [41, 43-45, 49, 50, 76-82]. Sin embargo, a pesar de poseer resultados prometedores, es
riesgosa, ya que posee una gran cantidad de complicaciones durante y post-cirugia.
Ademas, los posibles candidatos a este procedimiento son muy escasos, y alcanzarian sélo
el 1-4%(de los pacientes que padecen EP, segln los criterios de inclusion al DBS[11, 48].

A partir de este escenario, se ha buscado nuevos blancos para lograr beneficios en los
sintomas motores, por lo que se ha llegado a una técnica —conocida como SCS-[53-59, 61].
Este procedimiento se ha probado en ratones, ratas y primates a través de modelos de
EP[54-61]. A pesar de ser un blanco periférico, aun se considera una técnica invasiva, por
lo tanto, sus riesgos limitan su uso clinico, ademas de no existir una explicacion del

fendmeno que permite una disminucion de los sintomas motores. Unas de las explicaciones
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podria estar planteado de acuerdo a la disrupcion de la oscilacion sincrénica en baja
frecuencia [56]. Esta disrupcion se correlaciona con una disminucion en los sintomas

motores propios de la EP.

A partir de la informacion recopilada seria posible determinar que este método podria
provocar los cambios esperados a nivel cortical o de ndcleos de la base, interrumpiendo la
sincronizaciéon en baja frecuencia [83] realizando una neuromodulacion a través de la
médula espinal por medio de la corriente continua, teniendo como resultado una mejora en
los sintomas como la acinesia [55, 56]. Esto se debiera lograr utilizando los parametros
adecuados en tipo e intensidad, para poder atravesar las barrera que proporciona la piel,
tejido conectivo y hueso hasta llegar a los cordones dorsales que es el objetivo de
estimulacion para que pueda transmitir dicho patron e interrumpir esta sincronia que
promoveria este estado de acinesia al momento de lograr efectos similares al SCS.

A traves de un método no invasivo y seguro, se podria restaurar la capacidad de movilizarse
en forma mas adecuada, mejorando la calidad de vida, tanto del paciente como de su
familia.

Por lo tanto, el presente estudio proporciona una base cientifica para respaldar el potencial
de alivio sintomatico y de proteccion neuronal del protocolo de estimulacion en un modelo
experimental de parkinsonismo.

Esta técnica seria un gran avance en el tratamiento terapéutico sobre esta poblacién, ya que
seria un técnica no invasiva, ambulatoria, de bajo costo (en comparacion con
procedimientos quirdrgicos), ademas de permitir una retroalimentacion por parte de las

personas que lo utilizan.
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En relacion a las proyecciones de los resultados obtenidos, estos nos permite suponer que
técnica no invasiva posee un gran potencial terapéutico a nivel clinico, ya que se desarrolla
una estrategia terapéutica no invasiva que puede mejorar los sintomas motores de la EP.
Del mismo modo podria considerarse como una préactica clinica de bajo costo, replicable,

accesible, bajo riesgo y efectivo.
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