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Resumen

La Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva (EMTr) es una estrategia tera-
péutica utilizada a principios de los 80" no invasiva para el tratamiento de enferme-
dades neuropsiquiatricas resistentes al tratamiento farmacoldgico. Los mecanismos
de accion aun no se determinan con claridad, y su empleo cada vez es mas comun.
La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que afecta la
actividad motora y cognitiva debido a la pérdida de neuronas dopaminérgicas aso-
ciadas al movimiento. La lesion neurotoxica del haz prescencefalico medial (HPM)
con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es selectiva a células dopaminérgicas y mimetiza
los signos correspondientes a la EP en roedores. El objetivo del presente estudio
fue analizar los cambios motores de la EMTr en ratas con hemiparkinsonismo. Se
utilizaron 12 ratas macho Wistar de 7 meses de edad con ingesta de alimento con-
trolado. Se hizo una lesion unilateral con 6-OHDA (4 (1g/0.6 ml &cido ascorbico; 0.5
[11/1 min) en el HPM (AP -1.6 mm; LM + 1.5 mm; DV -7.6 mm).

El registro de conductas espontaneas inicio en la primera semana postlesion. En la
segunda semana postlesion se llevo a cabo la evaluacion del dafio motor con la
prueba de cilindro, campo abierto y rotarod. Los animales se dividieron aleatoria-
mente en dos grupos: 1) Sham, lesién con 6-OHDA sin EMTr; 2) EMTr, lesion con
6-OHDA con EMTr. La EMTT consistio en 30 estimulos de alta frecuencia (15-28 Hz)
en 20 trenes con 5 segundos inter-tren durante 10 dias. 24 horas después de la
Gltima sesion de EMTr se realiz6 una segunda evaluacion del dafio motor. Al final
del experimento los animales se eutanizaron. Se realizaron pruebas para probar la
asimetria de la extremidad anterior.
El deterioro del uso de la pata delantera contralateral durante el contacto con la
pared disminuy6 en el grupo EMTr. Mientras que el uso de la pata anterior ipsilateral
en el grupo EMTr aumentd en comparacion con el grupo Sham (t= 1.96, p < 0.05).
En la prueba de rotarod incrementd significativamente la latencia de caida en el
grupo EMTr en comparacion con el grupo Sham (p=0.028). En contraste, el grupo

Sham soporté mayor velocidad en el rotarod (p=0.025). En la prueba del campo
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abierto el porcentaje de tiempo de movimiento en el grupo EMTr fue menor al grupo
Sham (t= -3.626, p < 0.001).

Los resultados muestran una relaciéon entre las ratas lesionadas con 6-OHD vy la
EMTr. Sin embargo, el desempefio de las ratas durante la evaluacién pudo ser afec-
tado por el poco tiempo de reposo postestimulacion; a su vez, esto pudo ser una
variable para que sus efectos rehabilitadores no se notaran en la evaluacién de las
pruebas. En conclusion, la EMTr tiene efectos benéficos sobre el deterioro motor

inducido por la lesion del HPM en la rata.



Introduccion

La mente del hombre es capaz de todo porque todo esta en ella,
tanto el pasado como el futuro

Joseph Conrad

La Enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegene-
rativa mas comun después del Alzheimer. Se presenta en el 1% de las personas
mayores de 60 afios y en el 2% de aquellas con 75 afios 0 mas (Martinez-Martin et
al., 2014). Los estudios epidemioldgicos en México son bastante viejos para dar una
cifra de los pacientes parkinsonianos. Datos del Instituto Nacional de Geografia e
Informatica (INEGI) estiman que para el 2020 los adultos mayores de 60 afios re-
presentaran el 12% de la poblacion nacional, elevandose esta cifra a 23% para el
2050 (Secretaria de Salud, 2010). Por lo tanto, es necesario conocer diferentes téc-

nicas que atiendan esta enfermedad neurodegenerativa y sus principales sintomas.

Fue descrita por primera vez hace poco mas de 200 afios por James Parkin-
son en su texto An essay of the Shaking palsy, donde describe seis casos clinicos
de una enfermedad conocida entonces como la paralisis temblorosa. Parkinson noto
algunos de los sintomas que identificarian a la enfermedad que ahora lleva su nom-
bre: temblores, rigidez de movimiento, pérdida del equilibrio, desorientacion. Por
esto mismo, actualmente se clasifica a la EP como una enfermedad motora; aunque
también se presenta demencia, problemas de empatia, conductuales y en la auto-
nomia de quienes la padecen y, en algunos casos depresion. Los sintomas de la

EP pueden producir la muerte cuando se vuelven muy severos.

Estos sintomas se hacen vigentes debido a una disminucion del 90% de la
dopamina en el cuerpo estriado (Cascajares, 2017). La dopamina es uno de los
neurotransmisores del sistema nervioso central (SNC) pertenecientes a la familia de
las catecolaminas que son compuestos formados por un nucleo catecol y una ca-

dena de etilamina. Esta familia estd compuesta por la noradrenalina, adrenalina y



dopamina. Esta Ultima participa en distintas funciones dentro del SNC como activi-
dad locomotora, afectividad, la regulacion neuroenddcrina y la ingesta de agua y
alimentos (Dandekar et al., 2017; Fibiger, 1993). La dopamina (DA) es sintetizada
en las neuronas dopaminérgicas donde se encuentra la enzima tirosina hidroxilasa
(TH) y la descarboxilasa de amino&cidos arométicos (L-DOPA).

Cuando el balance existente entre los ganglios basales (GB) y la DA se
rompe, surge la EP. La causa de los sintomas de la EP se deben a una pérdida de
las fibras de la sustancia nigra pars compacta (SNpc) (Decressac, Mattsson, & Bjor-
klund, 2012) y a una denervaciéon de las neuronas dopaminérgicas en los GB. A
ciencia cierta, no se conoce a qué se debe la pérdida de este balance en los GB.
Los modelos genéticos proponen la expresion de algunos genes que desencadenan
la muerte de las células dopaminérgicas en la region. A su vez, la toxicidad de la
DA que aumenta con los afios puede jugar un papel importante en la génesis de la
enfermedad.

Pese a que la evolucion en el conocimiento del trastorno ha avanzado, toda-
via no es suficiente para saber con toda certeza qué lo origina. Algunos tipos de
Parkinson son debidos a unos genes que han sido identificados como responsables
de su desarrollo, mientras que algunos factores ambientales también toman un pa-
pel relevante. A grandes rasgos, la etiologia de la EP puede entenderse como una
combinacion entre factores genéticos, ambientales y bioldgicos, sin que uno tenga

mas peso que el otro (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema general propuesto en este trabajo para mostrar las diferentes variables que pueden
jugar un papel en la etiologia de la Enfermedad de Parkinson.



Debido al apogeo de la genética, los modelos genéticos de la EP son los
favoritos para explicar su aparicion en las personas. Algunos de los genes encon-
trados hasta ahora y que son responsables del desarrollo del trastorno son:
TMEM230, LRRK2 y RVD. Un estudio publicado recientemente (Deng et al., 2016),
se encarg0 de estudiar los genes de una familia que sufrié de la EP durante dos
décadas. Tras un analisis del material genético familiar, se descubrié que una mu-
tacion en el gen TMEM230 aparecia en todos los casos. Esta mutacion, altera el
tréfico de vesiculas sinapticas entre neuronas —incluyendo dopaminérgicas— lo
gue a largo plazo termina expresandose en la EP. En otro estudio se analizé una
base datos de la clinica de desordenes de movimiento de la Universidad de Wa-
shington para saber si habia una relacion entre pacientes con EP y el gen estudiado.
Concluyeron que la mutacion en el gen TMEM230 tiene relacion con un tipo de EP,
por lo que son necesarios mas estudios en familias para llegar a resultados conclu-

yentes (Ibanez et al., 2017).

Por otra parte, el gen LRRK2 es un gen con una amplia cadena de aminoa-
cidos (2527) (Deng et al., 2016). Tiene su expresion en los GB e hipocampo. Re-
cientemente se ha detectado que una mutacion en especifico de este gen puede
desactivarlo creando un aumento en el nimero de a-sinucleina, que produce la EP
y, ademas, genera cuerpos de Lewy (Marchese et al., 2018). Los cuerpos de Lewy
son estructuras localizadas cerca de las neuronas, y Ssu presencia en zonas como
la substancia nigra son usadas como criterio diagnostico para Parkinson (Toro,
2010). Se han relacionado con la presencia de demencia en pacientes con EP avan-
zado, ademas de encontrarse en personas que padecen a un deterioro cognitivo
agudo, como Alzheimer (Pefa Llamas, Fernandez Garcia, & Fernandez Blazquez,
2010).

Finalmente, la vitamina D también tiene protagonismo en esta enfermedad.
Se obtiene en el cuerpo por medio de la radiacién solar, y recientes estudios han
marcado su relevancia en la aparicion de algunas enfermedades. Un equipo de Iran

(Meamar et al., 2016) encontré una relacidon entre algunas expresiones genéticas
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gue afectaban a los receptores de vitamina D (RVD). El mismo equipo marca la
importancia de los RVD en la substancia nigra, un area fuertemente relacionada con
la EP. La reduccion en los niveles de vitamina D provoca un aumento en el estrés
oxidativo, que es una de las caracteristicas celulares en pacientes con EP. Ademas,
la vitamina D genera las células T encargadas de degradar los niveles de a-sinu-
cleina, al haber una disminucién en la vitamina D las células T no se activan y los
niveles de a-sinucleina aumentan junto con el riesgo de la aparicion de la EP (Shen
& Ji, 2015).

Los casos donde los genes sean los que explican la apariciéon de esta enfer-
medad sélo ocupan un 20% de esta poblacion (Ascherio & Schwarzschild, 2016).
Esto quiere decir que hay otras variables que tienen un papel en la aparicion de la
enfermedad, ya sea haciendo que un gen se exprese o se cambie la fisiologia de la
célula matandola y generando los sintomas del Parkinson. La relacion genes-am-
biente es conocida como epigénesis (Ehrlich, 2005), y hace mas dificil poder decir
a ciencia cierta qué produce la enfermedad. Por ejemplo, la exposicion prolongada
a metales, como el zinc o magnesio generan estrés oxidativo (Wirdefeldt et al.,
2011). El estrés oxidativo es causado por un aumento en los radicales libres de las
células, cambian el balance metabdlico de éstas llevandolas a la muerte. Este feno-
meno molecular es la base de un gran numero de enfermedades neurodegenerati-
vas (Chihualilaf, R.; Contreras, P. A.; Wittwer, 2002). Por su parte, la exposicion pro-
longada a pesticidas provoca degeneracion de las neuronas dopaminérgicas (ND).
En la década de los 80°s se detectaron sintomas parkinsonianos en usuarios de un
opiaceo contaminado con 1-metil-4-fenil-2,3,6-tetrahidroxipiridina (MPTP) (Camp-
delacreu, 2014).
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Zonas cerebrales relacionadas

Los GB son estructuras subcorticales cerca del tAlamo con gran relevancia
en la aparicion de la EP. Se componen por la substancia nigra, putamen, globo
palido (GP) y cuerpo estriado (Clark, Boutros y Mendéz, 2012). En conjunto, los
nacleos albergan hasta el 70% de todo el SNC (De la Fuente, 2012). Dentro del
cerebro de los mamiferos existen diferentes zonas del cerebro donde exciten neu-
ronas dopaminérgicas que envian o reciben DA. En la substancia nigra pars com-
pacta (SNpc) se encuentra el grupo A9 y poco mas abajo en el area tegmental ven-
tral (VTA) el grupo A10. Ambos grupos proyectan al estriado dorsolateral (nucleo
caudado y putamen) y el GP y hacia el estriado medioventral (ndcleo acumbeo
NAcc), la amigdala (Amig) y el tubérculo olfatorio (Otub) (Mart & Ramos, 2006). En
la corteza también se sitla el area motora primaria (M1). La M1 se divide en dos
partes. Por un lado, la parte rostral evolutivamente mas vieja que proyecta a la mé-
dula; y en el otro la parte caudal presente en animales ubicados mas arriba en la
escala filogenética y encargada del movimiento de manos, dedos y hombros (en la
fig. 2 se pueden observar todas las conexiones de los nucleos encargados del mo-

vimiento). Cortex cerebral

N b

Cerebelo

>

STR ? V

Gpe

SNpc f/\_(
‘ >
NST AGpi TH

L )T

= NP
Movimiento ] E

Fig. 2. Conexiones anatomicas entre los ganglios basales, corteza cerebral y cerebelo. Las flechas
indican la direccion de la informacion. Str: estriado; GPe: globo palido externo; GPilglobo palido
interno; SNpc: Sustancia nigra pars compacta; NST: nicleos subtalamicos; TH: tAlamo; NP: nacleos
pontinos; ND: nlcleo dentado; CG: células granulares; CP: células de Purkinje. Imagen recuperada de

Cheron, 2018.



El cuerpo estriado se divide en dos partes: ventral, encargada de aspectos
cognoscitivos y dorsal, a cargo de funciones motoras. En él se integra la informacion
de la corteza, tdlamo y el mesencéfalo para luego proyectar una respuesta de salida
hacia el mesencéfalo y al resto del cuerpo que se traduce en movimiento. Hay dos
vias eferentes: directa e indirecta compuestas por unas neuronas llamadas neuro-
nas espinosas medianas (NEM, o SPN por sus siglas en inglés spiny projection
neurons) de naturaleza GABAérgica (90-95%) (Prensa & Parent, 1999). La via di-
recta se forma por neuronas espinosas medianas de via directa (NEMd) que con-
tienen receptores D1 lo que la hace mas excitable. Se compone por el globo palido
interno (Gpi), sustancia nigra pars reticulata (SNr). Se considera que gracias a esta
via es que inicia los movimientos. Se ha demostrado que una hiperactivacion de la
via directa produce hipercinesia. Por su parte, la via indirecta se forma por neuronas
espinosas medianas de via indirecta (NEMi) que se acoplan a receptores D2 produ-
ciendo y haciendo encargada a esta via de la inhibicion de los movimientos. Esta
compuesta el globo palido externo (Gpe), ndcleo subtalamico (NST) y sustancia
pars reticulata (SNr). A diferencia de su contraria, la hiperactivacion de esta via pro-
duce hipocinesia. La activaciéon o desactivacion de cada via son esenciales para

nuestro dia a dia.

Por ejemplo, cuando se quiere patear un baldn, la corteza envia informacion
del movimiento al estriado. En este caso, las NEMd se activan e inhiben al Gpiy a
la SNr que se encuentran inhibiendo al talamo. Cuando el talamo es “libre” de pro-
cesar la informacion, envia la sefial de movimiento a la M1 donde las células pira-
midales pasan la informacion a la médula y ésta a las motoneuronas quienes manda
la informacion a la via tracto cértico-espinal y la sefial llega a los miembros encar-
gados (piernas) para que se efectie el movimiento que queremos. Una vez que la
meta es cumplida, las MENI se activan y envian aferencias inhibitorias al Gpe que
se encuentra inhibiendo al NST para detener el movimiento y asi no estamos pa-
teando al aire una vez que el balén sale disparado. Cuando alguna de las dos vias
se dafia, empiezan a aparecer sintomas que caracterizan a algunas enfermedades.

V. g., los parkinsonianos tienen una rigidez en sus miembros que probablemente
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puede deberse a una hiperactivacion de la via indirecta, es decir, hipocinesia (Gittis
& Kreitzer, 2012).

Al estriado llegan las proyecciones de A9 y éste se encarga de inervar la DA
que llega, manteniendo el correcto funcionamiento de los GB. Una disminucién de
DA en los GB puede derivar en problemas motores vistos en el Parkinson, Enfer-
medad de Huntington y Esclerosis Mdltiple. En enfermos con Parkinson se ha de-
tectado una deplecion de dopamina de hasta el 90% en el estriado, lo que ulterior-
mente se manifiesta en signos y sintomas de la enfermedad (Guyton, 2011).

Esta deplecidn se debe, en algunos casos, a problemas en algunas vias de
la substancia nigra al estriado como el Haz Medial del Prosencéfalo (Medial Fore-
brain Bundle, MFB por sus siglas en inglés) —por donde pasan las neuronas dopa-
minérgicas A9— implicado en el circuito de recompensa (Dandekar et al., 2017). El
MFB es el objetivo de muchos protocolos de investigacion de la EP por ser capaz

de mimetizar gran parte de los signos en animales de laboratorio.
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Tratamientos

Para combatir algunos sintomas causados por el Parkinson se han desarro-
llado diferentes medicamentos y terapias con el objetivo de mejor la calidad de vida
del paciente. Los méas populares y cuya eficacia ha sido documentada son: descar-
boxilasa de aminoacidos arométicos (L-DOPA), estimulacion cerebral profunda
(DBS, por sus siglas en inglés Deep Brain Stimulation), trasplante de células madre
y estimulacion magnética transcraneal (TMS, por sus siglas en inglés transcraneal

magnetic stimulation).

Debido a que los sintomas del Parkinson son por una disminucién de DA en
el estriado, se desarroll6 una técnica de rehabilitacion que permitia la generacion
de neuronas dopaminérgicas de nuevo en esa zona. El L-DOPA se implanta en las
zonas responsables de la EP y facilita la sintesis de éste en DA. La ventaja de esta
técnica es que se basa en el conocimiento de las causas de una enfermedad neu-
rodegenerativa; y es el primer tratamiento eficaz contra el Parkinson ampliamente
usado a lo largo de 50 afios (Stefani, Trendafilov, Liguori, Fedele, & Galati, 2017).
El uso prolongado de L-DOPA genera problemas motores que se vuelven visibles a
corto y largo plazo, lo que ha generado la necesidad de buscar nuevas rutas para
combatir a la EP (Martinez-Martin et al., 2014). A su vez se ha descrito que estos
efectos secundarios tienen relacion a lo avanzado de la enfermedad mas que por

su tiempo de uso (Gasca-salas, Obeso, Cinac, Universitario, & Puerta, 2016).

El implante de células madres se ha empleado como método contra el Par-
kinson desde la década de los 90. El implante de este grupo celular se basa en el
hecho de que las células madres tienen la capacidad de autorrenovacion, capacidad
inmunomoduladora, y de diferenciarse y remplazar el tejido dafiado (Clares, 2017).
Se ha visto que son capaces de remplazar las neuronas dopaminérgicas en el es-
triado y nucleos subtalamicos. Sin embargo, los resultados son contradictorios. Los
tejidos implantados tienen una supervivencia baja y el método para conseguir las
células dificulta obtener una gran cantidad que permita al paciente poder tener me-

joras importantes (Costa & Comabella, 2012).
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La DBS es una técnica invasiva que consiste en colocar un electrodo en los
nacleos subtalamicos o directamente en las vias dopaminérgicas como es el caso
del MFB para estimular a una frecuencia de 130 Hz (Dandekar et al., 2017). Su uso
en el tratamiento de la EP viene desde la década de los 50 por los fisiélogos Hassler
y Riechert, quienes lesionaron los nacleos talamicos para quitar los tremores, disci-
necia, rigidez y mejorado el equilibrio de los pacientes (Langevin, Salles, Kosoyan,
& Krahl, 2010). Se asume que la DBS en zonas talamicas o nucleos subtalamicos
como la SNpc activa las neuronas dopaminérgicas que proyectan al Gpi y aumenta
la DA en los GB (Gubellini, Salin, Kerkerian-Le Goff, & Baunez, 2009). Esta técnica
tiene el inconveniente de que para ser candidato uno debe pasar por una serie de
filtros muy dificiles de cumplir en ocasiones; ademas, es recomendada en estadios

muy avanzados de la enfermedad y no ayuda a detener el avance de la enfermedad.

Las técnicas descritas permiten ver la necesidad de desarrollar nuevas es-
trategias para combatir la EP de forma efectiva y duradera, al mismo tiempo evi-
tando los efectos colaterales. En ese sentido, a mediados de la década de los 80 se
utilizé la EMT como método no invasivo contra la EP y otras enfermedades neuro-
degenerativas (Lefaucheur et al., 2014). El principio que usa esta técnica esta ba-
sado en la ley de electromagnetismo de Faraday-Maxwell, la cual propone que toda
corriente eléctrica produce un campo magnético de forma perpendicular y viceversa.
A estos campos se les llaman campos electromagnéticos (CEM), y se caracterizan
tanto por su longitud de onda, frecuencia y nivel de energia. Por frecuencia se en-
tiende el numero de oscilaciones en un determinado tiempo, cuya unidad de medida
es el hercio (Hz). La longitud de onda es la distancia recorrida por la onda en cada
ciclo (metros). Mientras que el nivel de energia depende directamente de la frecuen-
cia de la onda (Verdugo-Diaz & Drucker-Colin, 2014). Es importante mencionar que
antes de iniciar una sesioén con EMTr se debe saber cuantos pulsos se daran, el
tiempo de estimulacion y la longitud de onda. La longitud de onda se saca a partir
de un pulso magnético en la corteza premotora del sujeto, buscando el umbral en el
gue se genera una conducta motora evocada. Por ejemplo, en humanos suelen mo-

ver sus manos de forma involuntaria o los pies; mientras que en roedores hay mo-
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vimiento de las patas delanteras e incluso masticacién. Un pulso provoca la activa-
cion de un grupo de neuronas que se conectan con otras de diferentes areas y se-
gun la zona estimulada puede producir cambios a nivel molecular (Neggers, Petrov,
Mandija, & Sommer, 2015). En la figura 1.4 se puede observar una imagen repre-

sentativa que muestra cOmo se realiza la estimulacién en roedores.

La EMT envia un pulso de corriente eléctrico a través de una bobina, en ese
momento se genera un campo magnético que atraviesa el cuero cabelludo y el cra-
neo sin disminuir su fuerza. Dos tipos de bobinas son utilizadas en esta técnica: en
forma de ocho que produce un campo electromagnético mas localizado; y una bo-
bina circular que permite estimular ambos hemisferios en un campo electromagné-
tico mas amplio. Esta corriente electromagnética produce cambios en la corteza a
nivel neuronal, inhibiéndolas o estimulandolas. El efecto que se quiera obtener de-
pende de qué bobina se utilice, la zona estimulada, la intensidad del campo magné-
tico, la frecuencia y duracion de los pulsos. Dentro de las diferentes modalidades
existentes de la EMTr, la mas utilizada para la investigacion de la EP y que ha dado
mas resultados positivos es la estimulacion magnética transcraneal repetitiva
(EMTr) (Ruiz, Sarasa, Rodriguez, Ristol, & Arce, 2016).

La EMTr es usada como método eficaz contra enfermedades neurodegene-
rativas. Existen dos tipos de parametros en que puede ser usada: alta o baja fre-
cuencia. Se considera baja frecuencia cuando el nimero de pulsos por segundo es
menor a 1Hz. La EMTr de baja frecuencia produce inhibicion de la actividad neuro-
nal y un aumento de depresion a largo plazo (LTD, long-term depression). Por su
parte, cuando los pulsos por segundo son mayores de 1 Hz se toma como alta fre-
cuencia. Esto fomenta la estimulacion de las neuronas corticales y un aumento de
la potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés long term potention)
(Medina, Pascual, & Tunez, 2014). Por lo tanto, la EMTr de alta frecuencia se usa
mas para fomentar la neurogénesis y la migracion neuronal; asi como en protocolos
de investigacion de EP para disminuir o erradicar los sintomas de la enfermedad.

Sin embargo, los mecanismos moleculares no son claros todavia. El objetivo comun
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al momento de aplicar la EMTr es la zona motora y premotora, debido a las cone-
xiones dopaminérgicas que tiene con el hipocampo, ganglios basales y zonas mas

subtalamicas como la SNpc y el area tegmental ventral (Camprodon, 2014).

La evidencia experimental y clinica ha sugerido que la EMTr es muy eficaz
como técnica de rehabilitacion. Ha sido empleada en pacientes que presentan afa-
sia de broca se observa una mejora significativa. Y se ha buscado usar como trata-
miento alternativo contra la epilepsia, donde los resultados son muy contradictorios
(Lefaucheur et al., 2014). Donde ha tenido un gran impacto es en pacientes que
presentan depresién mayor resistente a farmacos. En ellos, el blanco de la EMTr es
la corteza prefrontal dorso-lateral (CPFL) (Pascual-Leone, Rubio, Pallardo, & Ca-
tala, 1996). También se ha demostrado que en roedores la EMTr a 5Hz facilita la
plasticidad sinaptica asi como la liberacion de BDNF (Brain-derived Neurotrophic
Factor) implicado en la supervivencia neuronal y neuroregeneracion (Shang et al.,
20169).
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Modelos animales

Para tener una mejor vision de las enfermedades que acosan al humano, ha
sido necesario crear modelos animales que amplien el conocimiento cientifico (Car-
dozo de Martinez, Mrad de Osorio, Martinez, Rodriguez-Yunta & Lolas-Stepke,
2006), sin perder de vista el respeto que el animal se merece por ser un ente auxiliar
y ser viviente (Alicia, Martinez, Mrad, Martinez, & Rodriguez, 2006). La validez de
un modelo animal debe cumplir con ciertas caracteristicas, entre las que se desta-

can (Santana, Palmér, Simplicio, Fuentes, & Petersson, 2015; Sluka, 2010):

« Validez de constructo: el modelo que se plantee debe producir los signos de la
enfermedad segun su etiologia. En el caso de la EP, la mayoria de los modelos
presentan una disminucion de DA en el estriado; sin embargo, son pocos los que

generan cuerpo de Lewy.

« Validez de apariencia: el modelo debe ser capaz de mimetizar los signos de la
enfermedad (Santana et al., 2015). En el caso del Parkinson, los temblores, rigi-

dez, pérdida de equilibrio y orientacion.

« Validez de prediccion: el modelo debe predecir los efectos de la técnica de reha-
bilitacion en la clinica. Un modelo animal que no tiene esperanza de aplicarse

en personas no debe ser llevado a cabo (Torre-Hernandez & Edelman, 2017).

Son dos los modelos animales mas ampliamente utilizados en el estudio de
la EP por los signos que imitan de esta enfermedad: 1) 1-metil-4-fenil-2, 3,6-tetrahi-
droxipiridina (MPTP) en monos (Cannon & A, 2010); 2) la lesién unilateral con la
neurotoxina 6-hidroxidopamina, 2,3,5-trihidroxifeniletilamina (6-OHDA) en ratén y
rata (Boix, Padel, & Paul, 2015).

El MPTP era un pesticida usado en los campos de cultivos de opiaceos en la
década de los 80. Las personas que consumian accidentalmente cultivos infectados
con este quimico desarrollaron sintomas muy parecidos al Parkinson. Los investi-
gadores no tardaron en usarlo como modelo animal para reproducir lo visto en los

humanos y poder estudiar la génesis, evolucion y rehabilitacion de la EP. EIl MPTP
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es recogido por la astroglia que a su vez lo convierte a través de la enzima mono-
amina oxidasa (MAO) en 1-metil-4-fenil 2,3, dihidropiridinico (MPDP+). Después, la
MPDP+ es metabolizada y convertida en peptidasa de procesamiento mitocondrial
(MPP+). Las neuronas dopaminérgicas recogen el MPP+ y se acoplan a la mitocon-
dria inhibiendo el complejo I; esto genera una deplecion de adenosina-5"-trifosfato
(ATP) y un aumento en los radicales libres que resulta en la eventual muerte de la
célula (Cannon & A, 2010). Este proceso se reproduce en cada una de las células
del estriado y deriva en los signos vistos en el Parkinson. Este modelo presenta la
desventaja de que la accion del MPTP varia segun la especie. Sin tener muy claro
las razones, las ratas presentan una resistencia a este pesticida; y en ratones suelen
tener una recuperacién y deben inyectarse dosis mas altas para generar los signos
de la EP. En el caso de los primates no-humanos, no se han detectado resistencia

0 recuperacion, lo que ha expandido el uso de este modelo en esos animales.

El estudio del Parkinson con la 6-OHDA viene desde 1968 (Blum et al., 2001),
y desde entonces se ha convertido en el modelo mas utilizado para su estudio. La
6-OHDA es una toxina con estructura molecular parecida a la DA (fig. 3), lo que la
hace afin a los receptores de las catecolaminas. Al ser muy propensa a la oxidacion,
al momento de su preparacion se usa acido arcorbico (vitamina C). Son dos los
nucleos donde se inyecta la 6-OHDA: el estriado y el MFB. Segun lo que se esté
investigando es donde se inyecta la toxina (Bove, Perier, Diseases, & Re-, 2012).
En el primer caso, se busca conocer los mecanismos de muerte celular y la pérdida
de DA depende de la dosis utilizada. Cuando se inyecta en el MFB, el objetivo es
conocer las consecuencias de la muerte neuronal y estudiar estrategias terapéuti-
cas contra los sintomas motores. Veinticuatro horas después de inyectar la 6-OHDA
en el MFB inicia la muerte de los grupos neuronales A9 y A10, con proyecciones al
estriado. Entre el primer y tercer dia, la pérdida de DA puede apreciarse con claridad
y en tres semanas el estriado esta vacio de DA. Gracias a estas caracteristicas, el
modelo 6-OHDA con el MFB como objetivo es considerado un modelo agudo. En
ambos casos, la lesion puede producirse de forma unilateral o bilateral. Las ventajas

de la lesion unilateral son que la mortalidad es menor; aunque hay estudios donde,
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con cuidados especiales, los animales lesionados bilateralmente sobreviven (Cos-
tantini & Isacson, 2000).

HO NH, NH,

HO HO
OH OH

6-OHDA Dopamine

Fig. 3. Similitudes quimicas de la 6-OHDA y la Dopamina. Imagen recuperada de Bové 2012.

El mecanismo de muerte celular de la 6-OHDA es similar a la toxicidad que
tiene la DA de forma natural. En el caso de la DA, su auto-oxidacion va en aumento
con la edad de las personas. A cierta edad, la dopamina genera metabolitos toxicos
gue desencadenan altos niveles de radicales libres, produciendo estrés oxidativo
gue, a su vez, bloquea el complejo | de la mitocondria. En este punto, se dispara
una cascada de reacciones moleculares que finalizaran con apoptosis celular. En
pacientes con EP se ha encontrado una disminucién significativa del complejo | (en
un rango del 30%), lo que sitla a este mecanismo como uno de los protagonistas

dentro de la enfermedad.

Con la 6-OHDA pasa algo similar. Entra a la célula a través de los transpor-
tadores de dopamina (DAT, por sus siglas eninglés de dopamine active transporter).
Adentro de la célula genera especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés de reactive oxygen species) que aumentan los niveles de estrés oxidativo lo
gue desencadena dos tipos de muerte celular que dependen de las caracteristicas

de la membrana de la mitocondria:

« Apoptosis intrinseca: inicia cuando las ROS activan el gen p38 que estimula la
proteina Bax. Esta es una proteina pro-apoptotica perteneciente a la subfamilia
de la proteina Bcl-2. Esta familia de proteinas es importante para mantener vivas
a las células, pues los grupos Bcl-2 se activan al momento de “salvar” una célula

de morir por apoptosis (inhibidores de apoptosis); mientras que el grupo Bax se
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activa cuando la célula es un riesgo para el organismo (inductores de apoptosis).
En algunas enfermedades neurodegenerativas, un error en la expresion de estas
proteinas desencadena apoptosis en células que no deben morir 0, en el caso
del cancer, mantiene vivas células que dafan el organismo. Asi, cuando Bax se
activa se une al transportador mitocondrial de nucleotido de adenina (ANT) in-
duciendo la apertura de un poro que rompe con el potencial de la membrana
mitocondrial. Cuando esto ocurre, se libera la proteina citocromo C que interac-
tla en el ambiente celular con la procaspasa 9 formando un complejo llamado
apoptosoma que activa la caspasa 9 y ésta, a su vez, funciona como una cas-
pasa iniciadora que activa la caspasa 3. La caspasa 3 dafa directamente el
acido desoxirribonucleico (ADN) y el citoesqueleto causando la muerte de la cé-
lula (Martinez, Vargas, & Arancibia, 2003).

Autofagia: la autofagia es un mecanismo de defensa para el organismo y sirve
para mantener el balance en los niveles de ROS. Cuando hay altos niveles de
ROS dentro de la célula se vuelve dificil para la mitocondria procesarlos, cau-
sandole dafno a ella y al ADN. Una vez que la mitocondria esta dafiada, se envia
una sefializacion que libera a la proteina similar a dinamina-1 (Drpl, por sus
siglas en inglés dynamin-1-like protein). La Drp1l inicia el proceso de fision mito-
condrial. La fision mitocondrial se desencadena cuando la mitocondria esta da-
fada y ya no puede llevar a cabo su funcién, por lo que al fisionarse se reciclan
algunos componentes mitocondriales que no estan dafiados para hacer otra mi-
tocondria. Sin embargo, la Drp-1 llama a otras proteinas que empiezan a generar
una membrana alrededor de la mitocondria que recibe el nombre de autofago-
soma. Cuando la membrana esta formada, el autofagosoma interactia con el
lisosoma de la mitocondria formando un autofagolisosoma que empieza a co-
merse a la mitocondria dafiada llevando a la muerte celular (Jordan, Solesio, &
Galindo, 2014).
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Planteamiento del problema

Como hemos visto, la EP es una enfermedad neurodegenerativa que afecta
al 25 de la poblacién mundial. Sus causas no son del todo claras. Las mutaciones
genéticas pueden derivar en ella; aunque es tan soélo en el 10% de los casos. Esto
no solo hace dificil prevenir la enfermedad, sino también la forma méas eficaz de
tratar este mal. Terapias como L-DOPA, DBS y trasplante de células madre han
permitido disminuir sus sintomas hasta casi extinguirlos. Pero pueden tener efectos
secundarios peores (como el uso prolongado de L-DOPA); requerir filtros estrictos

para ser candidatos; o ser en extremo invasivos.

Por esa razon, es imperativo probar nuevas técnicas que disminuyan —in-
cluso erradiquen—Ios efectos secundarios y mejore la calidad de vida de los pa-
cientes. En este sentido, la EMTr se alza como una técnica innovadora no-invasiva
cuyos efectos secundarios son leves y temporales. Sin embargo, los resultados en
clinica son contradictorios, lo que hace necesario la experimentacion en el area ba-
sica para determinar bajo qué parametros los sintomas motores son mitigados y en

gué medida revierte los efectos de la EP a nivel neuronal.
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Pregunta

¢ La estimulaciéon magnética transcraneal repetitiva en la corteza premotora
genera cambios conductuales en ratas wistar lesionadas en el haz prosence-

falico medial con 6-OHDA?

Hipoétesis
Las ratas estimuladas con EMTr tendran una mejora en el desempeiio de las

pruebas conductuales en comparacion a las que no fueron estimuladas

Objetivo

Generar cambios conductuales en ratas Wistar estimuladas en la via via cor-

ticoestriatal

Objetivos especificos

« Medir el uso de los miembros delanteros en la prueba de cilindro

« Observar el movimiento de las ratas en la prueba de campo abierto

* Observar la postura de los animales mientras realizan la prueba de rotarod

« Medir el nimero de caidas por animal en la prueba de rotarod
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Método

Agqui hay hombres que antes de matar a las ratas
estudian concienzudamente su compleja personalidad

Elvira Lindo
Material
Aparato esterotéxico (Modelo 1430, David Kopf)
Computadora (HP), Windows 7
Céamara de video (Nikon S4400)
Instrumental quirdrgico
Acrilico dental (Nic-Tone)
Cera de hueso
Gelfoham (SPONGOSTAN)
Cilindro de vidrio (19.8 cm de diametro x 39.9 cm de largo)
Xilazina (Relajante muscular, Sigma-Aldrich)
Ketamina (Anestésico, Pisa Anesk)
Pentobarbital sédico (Pisa)
Buffer de fosfatos (Backer)
Jeringa Hamilton de vidrio de 2 pl
Rotarod (Panlab, Harvard)
Campo abierto (24.6 cm de ancho x 26.6 cm de largo)
Alcohol al 100% y 70%

Estimulador MagPro X100
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1. Lesion

Manejo de animales

Para este estudio se uso6 un disefio de tipo experimental comparativo. Los
procedimientos del protocolo se llevaron a cabo bajo la norma oficial mexicana para
el uso y cuidado de animales de laboratorio emitida por la SAGARPA (NOM-062-
Z00-1999) y las normas de bioética establecidas por el comité de ética del Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente (INPRF). Se hizo el esfuerzo de dismi-

nuir el dolor en los procedimientos quirdrgicos, asimismo disminuir el numero de
animales.

Se usaron 21 ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 350-400 g. Los
animales se mantuvieron en un cuarto a una temperatura de 22° y bajo un ciclo
luz/oscuridad de 24 horas (12/12) con agua y comida estandar ad libitum. En la
figura 4 se muestra la linea del tiempo donde se explica desde la lesion por 6-OHDA
hasta la obtencion de resultados.

2. Inicio de
pruebas
conductuales
EMTr
6. Sacrificio de

Recuperacion

t— 3. Inicio de
EMTr

= 4. Fin EMTr

+—5. Prueba post-

Rotarod —f—

Cylinder test ==—t—
Campo abierto mje—

Fig. 4. Linea del tiempo que muestra el procedimiento experimental seguido a lo largo del experimento.
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Lesién con 6-OHDA

Se utilizaron ratas Wistar macho con 7 meses para asemejar la aparicion de
la EP en edades tempranos en los humanos. Los animales fueron anestesiados con
ketamina (50 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg). Se rasuré la parte superior del crAdneo y la
cabeza se fij6 en un estereotaxico para rata. Se inyecté unilateralmente una solucion
de 6-OHDA (4 ng/0.6 ml acido ascorbico; 0.5 pl/min) en el haz medial prosencefalico
(MFB) derecho coordenadas: AP -1.6 mm; LM 1.5 mm; DV -7.6 mm (Paxinos y Wat-
son, 2007). La inyeccidén se realiz6 con una jeringa Hamilton de vidrio de 2 ul aco-
plada a una torre estereotéxica. La jeringa se bajo hasta el nicleo a una velocidad
de 2 micras cada 2 minutos. Una vez en sitio, se inyectdé con una microbomba de
infusién la solucion de 6-OHDA en un periodo de 5 minutos y se dieron dos minutos
de reposo para mejorar la difusion de la toxina. La jeringa se retir0 cuidadosamente
y el trépano se sell6 con spongostan dental (ethicon MS0005) y cera de hueso (ethi-
con w 31). Después se suturo la incision y se dejo a los animales en reposo durante

una semana.
Pruebas conductuales
Prueba del cilindro

Primero se aplicé la prueba del cilindro que evalla la lateralizacidon de la rata con
los toques espontaneos que hace con miembros delanteros, partiendo de la con-
ducta exploratoria e instintiva de los roedores. Las ratas se colocan de forma indivi-
dual dentro de un cilindro de vidrio (19.8 cm de diametro x 39.9 cm de largo). En la
sesion se usaron dos camaras de video: una en la parte superior del cilindro y otra
enfrente de éste para tener una mejor perspectiva de la actividad del animal. No es
necesario habituacién previa para aplicar esta prueba. El desempefio de la rata en
la prueba se analiz6 con un programa de video. Se contd el nUmero de veces que
la rata toco las paredes del cilindro con las patas delanteras, sin importar si fue
ipsilateral o contralateral a la lesion; también se contd el numero de rearings (levan-
tada en sus patas traseras) que tuvo. El nimero de veces que tocaba con ambas

patas las paredes del cilindro fueron excluidas del andlisis. Los datos se expresaron
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porcentaje de toques que tuvo con la pata ipsilateral o contralateral (toques contra-
laterales)/ (toques ipsilaterales + toques contralaterales x 100).

Rotarod

Después de terminar la prueba del cilindro, el déficit motor de los animales
era evaluado con la prueba de rotarod. Consiste en un cilindro de 10 cm de didmetro
gue gira sobre su mismo eje un determinado nimero de revoluciones por segundo.
La velocidad es determinada por el tipo de protocolo de rotarod que se use. En este
experimento se uso la aceleracién gradual del rotor (ARR, por sus siglas en inglés
de rotation rate of the road accelerated), por ser mas Optimo para conocer el im-
pacto de lalesién y los beneficios de las técnicas de rehabilitacién (Monville, Torres,
& Dunnett, 2006). En este protocolo la velocidad inicial es de 4 rpm y aumenta de
forma gradual hasta 44 rpm en un lapso de 5 minutos. Cuando un animal se caia
del cilindro durante la prueba, se detenia el tiempo, se ponia la velocidad a 4 rpm
de nuevo y colocaba en el cilindro para continuar. Tres dias antes de la sesion, las
ratas fueron entrenadas para ella. El entrenamiento consistié en poner a las ratas
en el cilindro en movimiento a 10 rpm durante 5 minutos. Todas las sesiones de
entrenamiento y prueba fueron videograbadas para calificar si habian aprendido o
no la tarea. Se tomo en cuenta el nUmero de caidas total, la latencia a la primera

caida y velocidad promedio alcanzada.
Campo abierto

La prueba de campo abierto consiste en una caja obscura de madera (24.6
cm de ancho x 26.6 cm de largo). El piso de la misma esta dividido en 9 cuadrantes
cada uno con una dimension de 18 x 18 cm. Cada rata fue colocada en el cuadrante
del centro y se observo su conducta durante 20 minutos. EI nimero de veces que
entr6 en un cuadrante (las cuatro patas dentro del cuadrante), el nimero de veces
gue entrd al cuadrante central, el nimero de rearings y el nUmero de veces que se
acicalo fueron contadas. Después de que un animal terminaba la prueba, el piso de
la caja era limpiado con alcohol para evitar dejar huellas o sefiales que generaran

estrés en los otros animales.
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Estimulacion Magnética Transcraneal

Los animales fueron divididos en tres grupos de forma aleatoria: 1) control,
sin lesion ni estimulacion; 2) falso estimulado (SHAM), con lesion, pero sin estimu-
lacion; 3) EMTr con lesidn y estimulacion. El estimulador utilizado fue un MagPro
X100 con bobina circular. La estimulacion constaba de 30 estimulos de alta fre-
cuencia (5 Hz) con una amplitud entre 15-25 micras en 20 trenes con una separa-
cion entre cada uno de 5 segundos en un periodo de 10 dias a la misma hora.
Todas las sesiones fueron videograbadas y llevadas a cabo un cuarto aislado de
ruido, bien iluminado y con correcta ventilacion. Un dia antes de iniciar las sesiones,
se sac6 el umbral de respuesta motora a todas las ratas. Los animales no eran
sometidos a ningun tipo de anestesia, por lo que eran sujetadas con la mano desde
su espalda en posicion de chaleco para facilitar poner su cabeza en la bobina del
estimulador. Para verificar que se estaba en el sitio de estimulacion, se lanzaba un
pulso Unico; si se evocaba una respuesta motora, se iniciaba la EMTr. En el caso
del grupo SHAM, los animales recibian la misma manipulacién, pero se dejaba un
espacio entre la bobina y el craneo de 10 cm. 24 horas después de la ultima sesion

de EMTr, se volvié a aplicar la misma bateria de pruebas conductuales (fig. 5).

Fig. 5. Imagen que ejemplifica la forma en que la bobina es colocada para la estimu-
lacion de las ratas
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Anélisis estadisticos

Se realizé la prueba de normalidad Shapiro-Wilks aceptando la normalidad
cuando p > 0.05. Para ver los cambios entre los tres grupos en la prueba del cilindro,
se realiz6 una ANOVA one-way con la prueba post hoc Bonferroni. Los cambios
vistos en el campo abierto y rotarod fueron analizados con la prueba Kruskal-Wallis.
Se uso la prueba post-hoc U de Mann-Whithney para ver la direccién de los cam-
bios. Para ver si hubo cambios en el desempefio de los animales antes y después
de la estimulacion, se usoé la prueba de rangos de Wilcoxon. Los datos obtenidos se
representan en medias de la muestra y desviacién estandar para las pruebas para-

métricas; y en medianas y rangos para los no paramétricos.

Para ver los cambios en el desempefio de las ratas antes y después de la
estimulacion en la prueba de rotarod, se tomo el tercer dia de entrenamiento como

punto de comparacion con la aplicacion de la prueba post EMTr.
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Resultados
1) Prueba del cilindro

En la prueba del cilindro se evalu6 en tres diferentes periodos para observar el
avance de la lesién y la recuperacion después de la estimulacién. La figura 1 repre-
senta el aumento en el uso del miembro delantero izquierdo en los tres grupos. Se
puede observar que el grupo EMTr es el que menor nimero de toques tuvo en com-
paracion con los demas grupos, sin ser este resultado significativo. EI grupo SHAM
mostré un aumento en el uso del miembro izquierdo después de la estimulacion en
comparacioén a las dos evaluaciones previas (p = 0.028). El grupo Control también
increment6 el uso del miembro izquierdo, sin ser significativo (p = 0.058).

Cylider pata izquierda test 1
Cylinder pata izguierda test
2

157 * Cylinder para izguierda test
post

Promedio de toques miembro izquierdo

a T T T
EMTr SHAM Control

Figura 1. Promedio de toques con miembro izquierdo. Se observa un aumento en
el grupo SHAM y Control después de la estimulacién
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Para evaluar el miembro derecho se analizaron las tres diferentes aplicaciones de
la prueba del cilindro. Los animales EMTr y SHAM mostraron un desempefio bajo
en la primera y segunda evaluacion de la prueba en comparacién al grupo Control
(p = 0.007 y p = 0.026). Se aprecia en la figura 2 que los animales estimulados
tienen un aumento en el numero de toques después de la estimulacién; sin em-
bargo, este resultado no es significativo. Por otro lado, el grupo Control atenu6 el
uso del miembro derecho en comparacion a la primera vez que hizo la prueba (p =
0.018).

Cylinder test pata derecha 2
Cylinder test pata derecha

Ecylinder test pata derecha 1
ost
* # P

20

13

Promedio toques pata derecha

5

T T T
EMTr SHAM Control

Figura 2. Promedio de toques de la para derecha. Se puede apreciar un aumento
en la actividad del grupo EMTr después de la estimulacion.
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Por ultimo, se analizaron el nUmero de rearings. En la figura 3 se puede observar el
promedio, las diferencias entre los grupos y los cambios que cada uno presentd en

las tres aplicaciones de la prueba.

A pesar de notarse diferencias en el desempefio de los grupos, ninguna de éstas
es estadisticamente significativa. Sin embargo, si se detectaron cambios en el
desempefio de las ratas a lo largo del experimento. El grupo EMTr mostré un au-
mento en el nimero de rearings (p = 0.051), igual que el grupo SHAM (p = 0.018).
El grupo Control no vario mucho en la expresion de esta conducta.

M Cilindro Rearings 1
[ Cilingro Reairings 2
M Cilincro Rearings post

304

207

Promedio de rearings

10

0= T

T T
EMTr SHAM Control

Figura 3. Promedio de rearings. Hay un aumento significativo en el nimero de
rearings en los grupos SHAM y EMTr.
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2) Campo abierto

En la figura 4 se pueden observar diferencias en el tiempo de movimiento sin ser
significativas (p = 0.067). En particular, el grupo EMTr tuvo mas actividad durante la
prueba que los dos grupos restantes. Ademas, el grupo Control muestra un bajo
tiempo de movimiento lo que puede deberse a la condicion estresante que induce
la prueba. Cuando se aplicé la prueba post-hoc U de Mann-Whitney se encontrd
gue antes de la estimulacién el grupo SHAM tenia méas actividad que el Control
(p=0.018). Después de la estimulacion tanto el grupo EMTr como SHAM disminu-
yeron su conducta, siendo este cambio limitrofe cuando se hace la comparacion
SHAM vs Control (p = 0.053).

preTMs
Tiempo de movimiento
M

:Tiem o de movimierto
400 post

Tiempo de mivomiento (seg.)

EMTr SHAM Control

figura 4. Tiempo de movimiento en la prueba de campo abierto. Se puede notar
un cambio en la conducta de los animales EMTr después de la estimulacion.
Mientras que el grupo Control se mantiene con un promedio bajo.
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Antes de la estimulacion, no se detectaron diferencias en el promedio de entradas
al centro en ninguno de los grupos (p = 0.416), como se puede observar en la figura
5. Sin embargo, después de la técnica de rehabilitacién se encontré que el grupo
EMTr y SHAM aumentaron su promedio de entradas en comparacion al Control (p
=0.006 y p = 0.026). No se hallaron diferencias antes y después en cada uno de los
grupos.

M Ertradas Certro pre
B Entracas centro post

127 * #

109

-

Promedio de entradas al centro

2

U-—

EMTr SHAM Control

Figura 5. Promedio de entradas al centro. Todos los grupos tuvieron un aumento
en el niumero de veces que entraron al centro, siendo significativa sélo la de los
grupos EMTr y SHAM.
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El tiempo promedio que las ratas pasaron en el centro (figura 6) en la prueba antes
de la estimulacion fue mayor en los grupos que recibieron la 6-OHDA, siendo limi-
trofe en la comparacién SHAM vs Control (p = 0.053). Sin embargo, esta diferencia
aumento una vez aplicado el tratamiento. Los animales EMTr aumentaron el tiempo
en el centro de forma significativa en comparacion al grupo Control (p = 0.018). De
la misma forma, los animales SHAM tuvieron un incremento en el tiempo que pasa-

ron en el centro (p = 0.026).

1] Tiempo en el centro pre
B Tiempo en el centro post

I
)
1

[
[
1

Tiempo en el centro (seg.)
Vi

109

EMTr SHAM Control

Figura 6. Tiempo promedio que los animales estuvieron en el centro. Se puede
percibir un aumento significativo en el promedio después de aplicada la estimula-
cion.
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3) Prueba de rotarod

Los grupos EMTr y SHAM tardan menos en caerse del rotarod si se compara
con el grupo Control antes de la estimulacién (p=0.002). Este resultado se esperaba
debido a que la lesion por 6-OHDA afecta la movilidad y equilibrio de las ratas lesio-
nadas. Cuando se hace la misma comparacion después de la estimulacion, los re-
sultados siguen dando una diferencia estadisticamente significativa SHAM vs Con-
trol (p = 0.004). Cuando se hace la comparacion EMTr vs Control el resultado es
limitrofe (p = 0.055) lo que indica que si hubo una mejora en la latencia a la caida.
No se detectaron diferencias antes y después de la EMTr en el grupo SHAM. Por
otro lado, los grupos Control y EMTr si reportaron cambios. El grupo control dismi-
nuyo su latencia a la caida de forma significativa (p = 0.028), mientras que el grupo
EMTr la aument6 (p = 0.046) (figura 7).

M Rotarod latencia pre
B Rotarctd latencia post TMS

250

Latencia de caida (seg.)

Figura 7. Latencia a la primera caida. Se puede observar una recuperacion del
grupo estimulado después de recibir el tratamiento en comparacion al grupo Con-
trol.
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Se encontré una diferencia significativa en el promedio de velocidad maxima
alcanzada antes de la estimulacién en el grupo EMTr en comparacion al Control
(p=0.026). Se detecté una ligera recuperacion significativa en este mismo grupo
después de ser estimulado (p=0.047); también el grupo SHAM disminuy6 su prome-

dio de forma significativa (p=0.025) en comparacion al Control (gréafica 8).

pre
Rotarod velocidad maxima

Rotarod velocidad maxima
*
357 post

309

Media

20

159

10—

EMTr SHAM Control

Figura 8. Promedio de velocidad méxima alcanzada. Se observa una disminucion
en el promedio de las ratas SHAM y una ligera recuperacion del grupo EMTr.
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En la figura 9 se puede observar el promedio de caidas de cada grupo. Como se
esperaba, los grupos EMTr y SHAM presentan un mayor porcentaje de caidas en
comparacién al Control quien realizo la prueba de forma perfecta (p = 0.017 y
p=0.002, respectivamente). Después del tratamiento los grupos sefialados dismi-
nuyeron el nimero de caidas significativamente si se compara con su desempefio
anterior (p = 0.026 y p = 0.002).

M ctarod caidas pre
-+ * B Rotarod caidas post

130

Promedo de caidas
=
(]
1

a0

U-—
EMTr SHAM Control

Figura 9. Promedio de caidas. El grupo EMTr y SHAM disminuyeron el promedio
de caidas presentadas en la prueba de manera significativa.
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Discusién

El presente estudio se disefié para probar la efectividad de la Estimulacion
Magnética Transcraneal repetitiva sobre la sintomatologia motora provocada por la
lesion con 6-OHDA de la via cortico-estriatal en ratas adultas. Los resultados mues-
tran que la 6-OHDA indujo signos relacionados con la enfermedad de Parkinson
como es larigidez y la bradicinesia. El empleo semicrénico de la EMTr provocé una
recuperacion en la actividad motora. Estos resultados pueden ser considerados

para el empleo de manera sisteméatica en la clinica.

Técnicas como L-DOPA presentan inconvenientes alargo plazo que pueden
afectar el bienestar de los pacientes que la usan, incluso peor que los sintomas de
la EP (Deurwaerdéere, Di, & Millan, 2017). Técnicas como la Deep Brain Stimulation
pueden ser muy eficaces contra esta enfermedad, con el inconveniente de ser una
técnica invasiva y que suele estar reservada para pacientes con estados de la en-
fermedad muy avanzados (Herrington, 2016). Por ese motivo la EMTr es una gran
opcioén que puede ser empleada no solo contra los sintomas de la EP, también en

las primeras fases de la enfermedad.

El grupo estimulado tuvo una recuperacion dramatica de su desempefio en
las pruebas conductuales. La EMTr ha mostrados ser un tratamiento prometedor
para los animales con 6-OHDA (Cho, 2013). Aunque en este trabajo la estimulacion
se aplico a 10 Hz por 20 dias. Un estudio realizado en el 2010 por Yang, experi-
mento con la EMTr a 0.5 Hz y concluyé que la estimulacion tenia efectos protecto-
res contra la denervacion de DA en la SNpc (Yang, 2010); aunque ligan estos re-
sultados con un posible efecto antioxidante producido por la estimulacion, nosotros,
por otro lado, creemos que los efectos positivos de la estimulacion pueden deberse
a efectos neuromoduladores y de neurogénesis. Como se puede observar, existe
evidencia contradictoria que impide llegar a un consenso sobre los parametros
donde la EMTr es mas efectiva. Este trabajo abona a la idea de que la estimulacién

a alta frecuencia es mas eficaz como tratamiento no invasivo contra la EP.
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La disminucion observada en el uso del miembro izquierdo por parte del
grupo SHAm en la prueba del cilindro, puede deberse al efecto continto de la neu-
rotoxina. Después de las sesiones de estimulacion estos resultados se invierten y
los animales aumentan el uso de dicho miembro. Esta aparente recuperacion
puede deberse a mecanismos compensatorios que el cerebro desencadena para
llegar a un estado de homeostasis. En contraste, el grupo estimulado no tuvo una
recuperacion significativa del miembro izquierdo, aunque si hubo una recuperacion
progresiva. La duda que surge es si esta recuperacion puede verse beneficiada si

se cambian los parametros de estimulacion o el tiempo de observacion.

La conducta registrada en la prueba de campo abierto hace pensar que los
animales lesionados presentan mayor conducta tipo ansiosa que los animales con-
trol. No se han encontrado datos que demuestren un efecto ansiolitico de la 6-
OHDA; sin embargo, la denervacion de las neuronas dopaminérgicas puede tener
relacion con lo encontrado. Un mecanismo que se cree puede estar detras de la
recuperacion de los animales lesionados es la liberacion de BDNF. Es bien sabido
gue la EMTr produce aumento en los niveles de esta proteina (Wang et al., 2012),
y algunos autores han propuesto que puede estar implicada en los efectos positivos
de esta técnica (Brunoni, Sergio, & Fregni, 2008; Tang, Thickbroom, & Rodger,
2015; Shang et al., 2016).

Por otro lado, diferentes mecanismos epigenéticos pueden estar implicados
en los efectos positivos de la EMTr. Se demostro que la EMTr a alta frecuencia
produce cambios en las histonas de los ratones estimulados (Etiévant, Manta, La-
tapy, & Magno, 2015). Curiosamente, este mismo grupo demostré que los recepto-
res a dopamina D2 tienen un papel importante en estos mecanismos epigenéticos.
Keck y su grupo de investigacion (2002) demostrd que si se emplea esta técnica
de rehabilitacion a 20 Hz (alta frecuencia) en ratas Wistar mejora la liberacion de
DA en zonas mesolimbicas, posiblemente por la activacion de la ruta A9 que co-
necta con la VTA. Estos datos toman cierta relevancia si se les liga con lo reportado
por Parcual-Leone et al. (1996), quien encontrd la eficacia de la EMTr contra la

depresion mayor resistente a farmacos.
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En este trabajo se propone que la EMTr en animales lesionados con 6-OHDA
puede estar activando el grupo A9, estimulando de forma indirecta la VTA y produ-
ciendo un incremento en los niveles de DA ¢Por qué el grupo EMTr no mejor6 en
el uso del miembro contralateral? Probablemente la lesion en estos animales es tan
severa que es mas dificil recuperar los niveles basales. La estimulacion de A9 ge-
nera un aumento de DA en el lado no lesionado lo que explicaria el aumento de
uso del miembro derecho por parte del grupo EMTr que en algunas pruebas era
mayor que el grupo control. Por si fuera poco, la estimulacion en la zona M1 puede
promover la liberacién de la proteina BDNF, la cual actuaria como neuroprotectora
contra el avance de la lesién producida por la neurotoxina. Sin embargo, se carece
de evidencia molecular o histologica. La siguiente fase de esta investigacion sera

corroborar lo anteriormente dicho con el apoyo de técnicas moleculares.

Para futuros experimentos, podria hacerse uso de pruebas conductuales que
reportan de forma mas precisa el dafo inducido por la 6-OHDA, asi como la recu-
peracion promovida por la EMTr. Diferentes autores utilizan la prueba de giro es-
pontaneo e inducido para ver el nivel de neurodegeneracién causado por la 6-
OHDA (Boix et al., 2015; Drucker-colin et al., 1996). El giro espontaneo consiste en
contabilizar el nUmero de giros que da la rata en un periodo de 15 minutos. Al final
se promedia el niumero de giros del lado contrario a la lesion. Por otro lado, el giro
inducido puede dividirse en dos: por anfetamina y por apomorfina. En ambos casos
se inyecta a los animales una dosis promedio de 2.5 mg/kg de anfetamina y 0.20
mg/kg de apomorfina via intra peritonial, y se cuenta el nimero de giros realizados
en un periodo de 40-90 min. La inyeccién de anfetamina permite evaluar la recupe-
racion de los niveles de DA en el lado lesionado debido a que esta droga aumenta
la liberacion de DA. La apomorfina, por otro lado, sirve para ver el nivel de dafio de
los animales producido por la toxina (Paola et al., 2017). También es necesario
experimentar con diferentes parametros de estimulacion para ver si los animales

con lesién por 6-OHDA tienen una mejora mas significativa y en menor tiempo

41



Conclusiones

Los resultados observados permiten afirmar que la EMTr tiene efectos benéficos en
animales lesionados por 6-OHDA. Los animales sometidos a la inyeccion de 6-
OHDA via estereotaxica presentaron los sintomas caracteristicos (Decressac et al.,
2012).

La Enfermedad de Parkinson es un mal que afecta a nivel mundial a un 1% de la
poblacion mundial. Hacen falta muchos afios para entender qué factores estan de-
trds de su aparicién y usar esa informacion para una posible prevencién de la en-
fermedad. Es necesario perfeccionar técnicas que ayuden a las personas que su-
fren de esta enfermedad a tener una mejor calidad de vida o, incluso, eliminar los
sintomas mas negativos. Es por eso que diferentes terapias han sido desarrolladas
alo largo de los afios. Sin embargo, los efectos secundarios de algunas de ellas (L-
DOPA) o lo invasivas que pueden ser (DBS) hace sustancial la investigacion de

técnicas mas eficaces.

La Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva se alza como un método no in-
vasivo y eficaz contra la EP. Este trabajo se inserta dentro de la evidencia cientifica
gue apoya el uso de la EMTr como método eficaz contra algunos de los sintomas
caracteristicos del Parkinson. El modelo de 6-OHDA nos permitié observar que las
ratas Wistar con estimulacién presentaban una mejora significativa en las pruebas
conductuales que se les aplic6. Se tiene la hipotesis de que la EMTr puede estar
estimulando el grupo A9 lo que produce un aumento en la liberacion de DA en el
lado no lesionado de los animales expuestos a la 6-OHDA. Ademas, creemos que
los efectos protectores de la estimulacion pueden deberse a un incremento en la
expresion de la proteina BDNF. El objetivo de los préximos experimentos sera des-

cartar o aceptar, con métodos moleculares, las hipétesis antes mencionadas.
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