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Resumen

El movimiento voluntario es el resultado de la activacion secuenciada de ensambles
de neuronas organizados somatotopicamente en multiples estructuras cerebrales, entre
ellas, las estructuras de los ganglios basales (GB). Cada ensamble, a lo largo de estas vias,
estd compuesto por un numero discreto de neuronas cuya actividad se sincroniza
transitoriamente durante la fase de movimiento que cada uno de los ensambles representa.
La activacion seriada de estos ensambles neuronales discretos, organizada espacio-
temporalmente en funcion de la secuencia motriz requerida, subyace a la ejecucion
eficiente del movimiento planeado. Si este proceso se altera, aparecen los desordenes del
movimiento. Tal caso es observado en estadios avanzados de la Enfermedad de Parkinson
(EP), en la que los ensambles oscilatorios discretos de neuronas sincronizadas se
desdibujan como consecuencia de los déficits de dopamina (DA). La baja de DA da lugar
a una activacion oscilatoria amplia de grandes poblaciones neuronales conocida como
hiper-sincronia. Se postula que la implementacion de medidas que permitan fragmentar el
estado de hiper-sincronia, en presencia o ausencia de DA, facilitarian la aparicién de los
ensambles osciladores discretos, mejorando asi el movimiento en pacientes parkinsonicos.
En este sentido, se ha mostrado que la estimulacién cerebral profunda (ECP) en rangos
mayores a los 100 Hz (banda gamma alta), aplicada en el Nucleo Subtalamico (NST) y/o
en el Globo Pélido interno (GPi), ambos nucleos de los GB, tienden a normalizar la
ejecucion motriz en pacientes parkinsénicos. Infortunadamente, el implante de electrodos
es una intervencioén invasiva que trae aparejados riesgos a corto, mediano y largo plazo.
Es por ello que se requiere desarrollar métodos no invasivos que permitan obtener un
efecto similar, pero a menor costo y con efectos colaterales limitados. En fechas recientes
se ha planteado la posibilidad de utilizar la Estimulacion Magnética Transcraneal (EMT)
para mejorar el estado funcional motor en pacientes con EP. Hasta la fecha, los estudios
de EMT que utilizan bajas frecuencias (1 Hz) con altas intensidades (>.5 T) muestran
resultados ambiguos. Retomando los hallazgos favorecedores de la ECP, nosotros
proponemos el uso EMT de frecuencias altas (135Hz) a baja intensidad (10mT) como un
medio capaz de romper la hipersincronia de las vias afectadas en la EP. Dada la

conectividad aferente que existe entre la corteza motora primaria (M1) y las estructuras



que conforman a los GB, es probable que la EMT aplicada preferentemente sobre M1,
pueda activar grupos neuronales ubicados en los GB. Nuestro trabajo propone evaluar si
la EMT de alta frecuencia y baja intensidad es una técnica idonea para activar al ndcleo
putamen (PUT), Globo Palido (GP), Ndcleo Subtaldmico (NST) y Sustancia nigra pars
compacta (SNc). Con este fin, colocamos sobre la cabeza de ratas macho en libre
movimiento, una bobina que entregaba un campo electromagnético de 10mT de manera
pulsada por 20 minutos. Para establecer si este protocolo de estimulacion activa las
regiones de interés, las ratas se anestesiaron y perfundieron con fijador. Los cerebros se
extrajeron, y a partir de ellos se obtuvieron cortes sagitales que fueron tefiidos por
inmunocitoquimica para la deteccion de la proteina c-Fos. Se cuantificd el nimero de
ndcleos neuronales inmunomarcados por unidad de area. Estos datos se compararon con
aquellos obtenidos en animales intactos y aquellos dotados con bobinas inactivas. Los
resultados mostraron incrementos significativos en la densidad de nucleos celulares
inmunoreactivos para c-Fos en la M1, en el nacleo PUT, en el GP, en el NST y en la SNc,
apoyandose asi la prediccion que sostiene que la EMT de alta frecuencia y baja intensidad
es una técnica capaz de estimular estructuras que conforman parte de los ganglios basales,
y cuya disfuncién caracteriza a la EP. Sin embargo, para conocer su utilidad para el
tratamiento de ésta, se requiere ain de realizar estudios en unidades experimentales

animales que modelen aspectos caracteristicos de la EP.



Introduccion

Las etapas tardias de la EP tienen como sello histopatolégico la pérdida de un alto
porcentaje de las neuronas dopaminérgicas que residen en la SNc, nlacleo que inerva a
diversas estructuras de los GB (Surmeier et al., 2017). El diagnostico clinico formal de la
enfermedad se establece cuando los pacientes presentan acinesia (i.e., dificultad para el inicio
de movimientos voluntarios), bradicinecia (i.e., lentitud en la ejecucion del movimiento),

espasticidad muscular, temblores en reposo y distonia (Bergman y Deuschl, 2002).

En condiciones fisioldgicas normales, los GB funcionan como un sistema de relevos
interconectados que segregan e integran informacion espacio-temporal en paralelo y en
secuencia (Wichmann y DelLong en Leung, 2003; Lanciego et al., 2012). El cimiento
operativo de los GB se fundamenta en la habilidad que tienen sus poblaciones neuronales
para conformar transitoriamente, y de manera secuenciada, distintos ensambles encargados
de representar fases diferentes pero complementarias de la secuencia de movimientos
(Luczak et al., 2015; Bevan et al., 2006). Si bien los componentes neuronales de cada
ensamble oscilan sincronicamente, la actividad entre los distintos ensambles es asincronica
(Gatev et al., 2006; Hutchison et al., 2004). Es esta asincronia inter-ensamble, junto con la
activacion temporal secuenciada de los mismos, lo que facilita que el movimiento se
manifieste de forma organizada, ritmica y fluida (Bevan et al., 2006). En contraste, en la EP,
se presenta un estado de hiper-sincronia entre los ensambles, circunstancia que interfiere con
la ejecucion del movimiento debido a que evita la activacion serial y con ello la formacion
de los diferentes ensambles encargados de organizar la secuencia de movimiento. Este
fendmeno ocurre en todas las estructuras que conforman los GB (Dejean et al., 2008; Pérez-
Ortega y Bargas, 2017; Belluscio et al., 2014). En el contexto descrito, se ha teorizado que
la fragmentacion de la hiper-sincronia en los circuitos neuronales involucrados en la
generacion y modulacién del movimiento, pudiese aminorar los signos y sintomatologia
motora en pacientes afectados por la EP. En apoyo a esta idea, estudios llevados a cabo en
pacientes parkinsonicos sujetos a estimulacion cerebral profunda (ECP) de alta frecuencia
(>100Hz; frecuencia gamma rapida pro-cinética) (Florin et al., 2013; Benabid, 2003;

Mclintyre y Hahn, 2010) o con ablacion del NST o del GPi, han mostrado una mejora motora



que se correlaciona con la suspension la hiper-sincronia en los GB (Lozano et al., 2002;
Ashkan et al., 2017). Sin embargo, el tratamiento ablativo, asi como la instalacion de un
estimulador eléctrico subcortical, son procedimientos invasivos que representan riesgos para
el paciente, por lo que se requiere el desarrollo de tecnologias no invasivas que sean capaces
de replicar los resultados clinicos obtenidos con la estimulacion cerebral profunda en los

pacientes con EP.

La estimulacion magnética transcraneal (EMT) constituye un procedimiento no invasivo a
través del cual se podria proveer de estimulacion a los GB a través de la corteza cerebral,
aminorando asi la sintomatologia motora parkinsonica. Sin embargo, ain no es claro si la
EMT clésica (Mally et al., 2018; Kojovic, et al., 2015; Mally et al., 2004) es capaz de
aminorar los signos y sintomatologia motora, debido a que la potencia del campo magnético
de los equipos convencionales es tan alta (0.5-2 teslas) que existe el riesgo de inducir
actividad epileptogénica si se usan frecuencias mayores a los 50 Hz (Belmaker et al., 2003;
Rossini et al., 2015). Por eso se ha empezado a considerar el uso de aparatos que generen
intensidades mas bajas (alrededor de 0.01 teslas) a frecuencias altas (> 50 Hz), los cuales
producen un campo electro-magnético mas pequefio (1V/m; Dufor, et al., 2019; Rohan et al.,
2014). Pensamos que este tipo de tecnologia permitiria a la EMT irrumpir la hiper-sincronia
en los GB a través de la activacion de las aferencias corticales que proyectan a estas
estructuras. Esta posibilidad no ha sido aun experimentalmente puesta a prueba. Es por ello
que la presente propuesta tuvo como objetivo establecer si la EMT (10 mT/135 Hz actividad
gamma rapida) aplicada preferentemente sobre la M1 es capaz de activar neuronas en el PUT,
GP, NST y SNc.



Antecedentes

Fisiologia del movimiento

La vida es y requiere movimiento. En los vertebrados, el sustrato neurofisiologico de
la motricidad lo constituye la actividad coordinada de ensambles de neuronas y la habilidad
que tienen éstas para generar y combinar las representaciones del cuerpo y del ambiente
circundante (Buzsaki, 2019). Especificamente, en los vertebrados mamiferos, la via del
movimiento voluntario estd constituida por ensambles neuronales que mantienen la

topografia somatica a lo largo de la M1, el tAdlamo y los GB (Nambu, 2011; ver figura 1)

-Pierna
Brazo
Loy Cara

Ensambles
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Figura 1. Descripcion anatémica de la conectividad y organizacion somatotopica de la via
cortical-tdlamo-ganglios basales. Se observa a la corteza motora primaria (M1), el putamen
(PUT), la porcién interna y externa del globo palido (GPi y GPe, respectivamente), el nicleo
subtaldamico (NST), la sustancia nigra pars compacta (SNc) y la pars reticulata (SNr). En el
modelo, la M1 manda eferencias directamente o a través del tdlamo hacia el PUT. EI PUT envia
proyecciones a 1) GPi y a la SNr, estructuras encargadas de proyectar aferencias hacia tdlamo y
éste, hacia la M1. EI GPi también envia proyecciones directas hacia M1, y 2) al GPe que se
comunica bidireccionalmente con el NST, el cual regula la actividad ténica del GPi. Por otra
parte, la M1 se comunica bidireccionalmente con el NST, y es capaz de modular la actividad
talamica. Este circuito es regulado de forma fasica por la DA liberada desde la SNc hacia el PUT,
NST y GPe. El cimiento operativo de cada mddulo se encuentra en la organizacion somatotopica
de los ensambles neuronales y en las oscilaciones que éstos generan. (Figura modificada de
Mclntyre y Hahn, 2010; Nambu, 2011; Milardi et al., 2019); figura creada en BioRender.com.



Para operar de forma eficiente, estos ensambles neuronales generan una representacion de la
secuencia de movimiento. Las neuronas que representan, por ejemplo, la fase inicial de dicha
secuencia, forman transitoriamente un ensamble en el que los elementos neuronales que lo
componen oscilan sincrénicamente a cierta frecuencia (Gatev et al., 2006; Hutchison et al.,
2004; Bronfeld y Bar-Gad, 2011). Se ha propuesto que este fenémeno se repite de manera
seriada con los otros grupos de neuronas que representan las siguientes fases del movimiento.
A lo largo del proceso, cada ensamble se conforma por un distinto nimero de neuronas que
oscilan sincrénicamente a distintas frecuencias (Buzséki, 2006; Pérez-Ortega y Bargas,
2017). Ver figura 2.

Ensambles de pata delatera

en PUT
A
3 { .
B T
C Sfominse ,,

Figura 2. Representacion esquemdtica de ensambles neuronales sincronicos que
representan de manera serial a distintas fases del movimiento de la pata delantera de la rata.
A) EI PUT presenta poca actividad espontanea en reposo (ensambles en azul silentes). B 'y C)
Con el inicio del movimiento, la secuencia del mismo es representada espacio-temporalmente en
el PUT por la activacion seriada de ensambles neuronales discretos, organizados en funcion de
la secuencia motriz requerida (ensambles naranja y rosado). Si bien los componentes neuronales
de cada ensamble oscilan sincronicamente, la actividad entre los distintos ensambles es
asincronica (poblacion en azul). La asincronia inter-ensamble junto con la aparicion temporal
secuenciada de los ensambles es lo que facilita que el movimiento se manifieste de forma
organizada, ritmica y fluida (Bronfeld y Bar-Gad, 2011). Figura creada en BioRender.com
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La incorporacion de cada neurona al ensamble depende de la frecuencia de oscilacion
intrinseca, de la frecuencia de oscilacion del ensamble (a menor frecuencia mayor posibilidad
de incorporacién) y de la frecuencia de la estimulacion que reciben (Buzséki, 2006). Asi, la
dindmica oscilatoria de los distintos ensambles neuronales depende del proceso de
incorporacion/desincorporacion neuronal en el tiempo, facilitado o impedido por propiedades
internas y externas al sistema (Buzséaki, 2006). Especificamente, en condiciones de reposo,
las neuronas del NST, GPe y GPi descargan a altas frecuencias en distintos patrones, sin
correlacion ritmica entre e intra estructuras (Bevan et al., 2006) y el PUT presenta poca
actividad espontanea (Aparicio-Juarez et al, 2019; McCarthy et al, 2011), en cambio, durante
el movimiento, éstos mismos nucleos exhiben patrones complejos de sincronizacion
transitoria entre e intra estructuras a diversos rangos de oscilacion (0.4-200Hz), en
dependencia del comando motor (Hutchison et al., 2004; Buzsaki y Draguhn, 2004). A este
respecto, se sabe que la oscilacion transitoria en ritmos B y a tiende a atenuarse antes del
movimiento, para resincronizar a estas bandas de frecuencia cuando el movimiento culmina
(Rubchinsky et al., 2012; Joundimet al., 2012). En cambio, el ritmo gamma (>60 Hz)
aumenta y se mantiene de inicio a término del movimiento (Armstrong, et al., 2018). Por lo
que se especula que los ritmos gamma procuran la sincronizacion y desincronizacion de las
oscilaciones de los ensambles neuronales de la via corteza-tdlamo-ganglios-basales,
procurando mayor transicién en los estados de actividad de la red (Joundimet al., 2012;
Dupre, et al., 2015). Cuando el proceso de adicion/sustraccion de elementos neuronales al
ensamble se altera, sobrevienen las alteraciones de la motricidad (Pérez-Ortega y Bargas,
2017).

Enfermedad de Parkinson: hipersincronizacion de la via del movimiento voluntario en el
ritmo .

La EP es uno de desordenes del movimiento mas comunes en la poblacion adulta
(Yousif et al., 2020). Los sintomas motores clasicos incluyen acinesia, rigidez y temblor en
reposo. Se presume que estos resultan de la caida de los niveles de DA en los GB,
particularmente en el estriado (nucleo caudado y putamen), asociada con la degeneracion
progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la SNc¢ (Brundin et al., 2008). Se presupone

que la caida de la disponibilidad de DA disminuye el tono inhibitorio en el complejo estriatal,
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lo que se traduce en un incremento en el nUmero de neuronas gque se suman a los ensambles
y en la duracion del estado de sincronizacion, al tiempo que disminuye la alternancia
funcional de los ensambles implicados en el movimiento planeado (Lintas et al., 2012;
Bronfeld y Bar-Gad, 2011; Pérez-Ortega y Bargas, 2017). Estas circunstancias conllevan a
un estado de hiper-sincronia de un mega-ensamble neuronal producido en el estriado que
parece ser reforzado por los altos niveles de actividad presentes en el asa-marcapaso NST y
GPe, en un rango de actividad de los 15 a 30 Hz, conocido como ritmo 3 (Bevan et al., 2006;
Holgado et al., 2010; Klaus et al., 2019; Figura 3). Sin embargo, el comportamiento de
excesiva oscilacion sincronizada ante la ausencia de DA, también se ha descrito entre la

corteza y putamen, corteza y SNr, putamen y SNr (Dejean et al., 2008).

M1

Talamo

il

Banda f3
(15-30 Hz)

Figura 3. Hipersincronizacion de la via del movimiento voluntario en el ritmo . EI PUT, el
NST y el GPe pierden la regulacion dopaminérgica proveniente de la SNc (sefialado en las flechas
rojas discontinuas). Los ensambles neuronales del PUT pasan de un estado silente (Figura 1) a
uno sobre activado (Figura 3), probablemente al ser cooptados por las altas frecuencias de
actividad cooperativa entre el NST y el GPe. Como resultado de ello, toda la via queda atrapada
en el ritmo B, y la alternancia funcional entre ensambles se imposibilita. Figura creada en
BioRender.com

Como resultado de todo esto, la seriacion funcional de las representaciones somatotopicas de
las distintas fases del movimiento en los GB se pierde, conduciendo a una ejecucion motora

desordenada y poco fluida (Bronfeld et al., 2011; figura 4).
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Ensambles de pata delatera
en PUT (condicién sin DA)

A

Ly
]

ay
C s

Figura 4. Esquema que ilustra los efectos de la ausencia de DA sobre la representacion de
los movimientos voluntarios en el PUT. Bajo estas condiciones, los ensambles neuronales
guedan inmersos en un estado de sobreactivacion que interrumpe el flujo de informaciéon. A)
En reposo, el PUT presenta actividad dominante del ensamble rojo, en este ejemplo. B y C)
Durante el movimiento, la actividad dominante del ensamble se mantiene y los ensambles negros,
que en el ejemplo representan la secuencia de movimiento voluntario, pierden su organizacion
espacio-temporal. Figura creada en BioRender.com

En favor de este modelo, se ha observado tanto en unidades experimentales animales que
modelan algunos rasgos de la EP como en pacientes parkinsonicos, la existencia de un estado
hiper-sincrénico que oscila en frecuencias p (Damodaran et al., 2015) en todos los relevos de
la via que controla el movimiento voluntario (Dejean et al., 2008) y un re-arreglo en los
mapas topograficos del cuerpo (Tamburin et al., 2002; Peterson et al., 2010). Expuesto lo
anterior, parece logico pensar que la fragmentacion del estado de hiper-sincronia oscilatoria
de los GB, pudiese mejorar la disfuncion motora en los pacientes parkinsénicos.

Interrupcion de la hipersincronia en la EP

La EP ha sido objeto de investigacion terapéutica por décadas sin que hasta ahora se
haya logrado cancelar de forma permanente a la hipersincronizacion. En el corto plazo, la
intervencion con L-DOPA promueve una mejoria motora asociada con una clara disminucion
de la hipersincronia en la frecuencia p (Chung et al., 2018). Sin embargo, la administracion
de L-DOPA a largo plazo conduce a discinecias (Olanow et al., 2006). Una posible
explicacion es que, de forma fisioldgica, la DA es entregada fasicamente hacia el PUT, ritmo

gue no se respeta en una situacion de prescripcion farmacoldgica.
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La practica de cirugias ablativas de las regiones motoras de las regiones NST, GPi y tdlamo
en pacientes con EP farmaco-resistente inici6 en los afios 50’s. Este abordaje terapéutico
mostro ser relativamente efectivo para atenuar la sintomatologia motora a corto y mediano
plazo en respuesta a la remocién de las subdivisiones motoras del NST y GPi (Plotkin y
Goldberg, 2019). Sin embargo, la extraccion de estas regiones causaba efectos secundarios
negativos por lo que esta técnica fue sustituida exitosamente por la estimulacion cerebral
profunda (ECP) del NST y GPi (Montgomery, et al., 2007). La ECP en el NST o GPi logra
disminuir la hiper-sincronia en el rango B, aun si el paciente ya no responde a la
suministracion de L-DOPA (Ashkan et al., 2017). Es interesante destacar que los efectos
positivos de la ECP se asocian a frecuencias de estimulacion mayores a los 100 Hz (gammas
rapidas) y cuando se entrega estimulacion menor a los 60 Hz la sintomatologia empeora
(Bevan et al, 2006). EI mecanismo exacto por el cual la estimulacién profunda a altas
frecuencias suspende la hipersincronizacién en el ritmo B se desconoce. No obstante, debido
a que la ablacion y la estimulacion de estructuras palidades tienen un efecto benéfico, se ha
propuesto que las frecuencias gamma rapidas tienen un efecto de sobre estimulacion que
conlleva a las neuronas a mantenerse silenciadas, lo que bloguea que la informacién
reverbere patoldgicamente (Singh et al, 2018). En favor de esta concepcion, estudios de
registro extracelular han mostrado que la estimulacion de 130Hz induce un decremento en la
actividad en el NST (Garcia et al, 2005). Por otra parte, se sabe que ensambles con actividad
robusta son mas dificiles de modular, por lo tanto, se requiere introducir eventos
desincronizadores que sean potentes, situacion lograda por el estimulo provisto a través del
electrodo implantado (Park et al, 2010). Mas recientemente, se ha observado que entregando
estimulacion en el rango gamma sobre la corteza motora en rebanadas de cerebros en
condiciones de depletacion de DA, favorece la transicion entre ensambles en el PUT
(Aparicio-Juarez et al., 2019). Estos antecedentes nos permiten proponer que el uso de
estimulos exdgenos con frecuencias mayores a los 100 Hz (frecuencias gamma alta) es
necesario para desacoplar la actividad oscilatoria hipersincronizada de los ensambles

neuronales ganglio-basales.
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Estimulacion Magnética Transcraneal: una aproximacion no invasiva para romper la
hipersincronia

Como se enfatizo anteriormente, si bien la ECP pareceria ser un procedimiento médico que
pudiese ayudar al paciente parkinsonico a mejorar su condicion motriz, sus efectos
colaterales, la relativa pérdida de su eficacia a largo plazo y su costo, la hacen una maniobra
paliativa no indicada e inalcanzable para la mayor parte de los pacientes (solo entre el 1.6y
el 4.5% de los pacientes con EP son candidatos; Morgante et al, 2007). Es por ello que el
desarrollar y validar técnicas no invasivas basadas en los mismos principios neurobiologicos
utilizados para soportar el disefio de la estimulacion cerebral profunda se torna fundamental.
Al respecto, la EMT constituye una tecnologia no invasiva con potencial terapéutico para los
pacientes con la EP. Esta técnica se ha utilizado con éxito para estudiar, mediante la
activacion o la inactivacion de poblaciones neuronales, la fisiologia cortical cerebral, como
medida coadyuvante, para mejorar las condiciones animicas en pacientes diagnosticados
como depresivos (Fifiana y Leone, 2014) y como herramienta para manipular las oscilaciones
cerebrales (Vernet, et al., 2019; Thut et al., 2011). Se ha propuesto que la EMT convencional
pudiese aminorar la progresion de la EP en humanos, sin embargo, los resultados son
ambiguos (Mally et al., 2004; Kojovic et al., 2015; Mally et al., 2018). A este respecto, los
usuarios de la EMT tradicional consideran a estimulos menores a 1 Hz como de baja
frecuencia y a los mayores a 1 Hz como alta frecuencia. Estas definiciones operativas se
basan en la intensidad (1-2 T) con la que trabajan las bobinas de estimulacién utilizadas
clasicamente (Fifiana y Leone, 2014). Asi, es posible que la inconsistencia de los resultados
terapéuticos de la EMT en parte se deba a que la frecuencia de estimulacion hasta ahora
utilizada no es la adecuada. Con base en los antecedes comentados, pensamos que deberian
de usarse frecuencias mayores a 100 Hz para poder desestructurar la hipersincronia de los
ensambles neuronales en los que se involucran los GB, procurando evitar comprometer al
parénquima cerebral con las altas intensidades del campo magnético que hasta ahora han sido
usadas (1-2 T). La investigacion basica ha mostrado que la estimulacion de alta frecuencia
(>100 Hz) y baja intensidad (rango de uT- mT) es capaz de inducir activacion neuronal
documentada mediante el monitoreo de la proteina c-Fos en rebanadas de cerebro (Grehl et
al., 2016). Sin embargo, debido a que es un estimulo con baja potencia despolarizante, que

no resulta en evidencia motora de su aplicacion, debido a que se requiere una intensidad
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minima de 0.5T para registrar actividad por arriba del umbral motor, (Ogiue-lkeda y Ueno,
2003; Van De Ruit y Grey, 2016; Mimenza-Alvarado, et al., 2021), nuestro siguiente
cuestionamiento es si la EMT de alta frecuencia y baja intensidad entregada in vivo
preferentemente sobre la M1, activaré a los nicleos PUT, GP, NST y SNc. Es por ello que
en el presente trabajo realizaremos, en esta primera fase, una prueba de concepto en ratas
normales en libre movimiento. Para ello, las ratas se equiparan con bobinas portatiles ligeras
colocadas sobre sus craneos procurando enfocar el haz electromagnético sobre la localizacion
anatémica de la M1, region cuya actividad concertada con los GB y el musculo esquelético
es esencial para la ejecucion del movimiento voluntario (Rosin et al., 2011; Goldberg et al.,
2002; DeLong y Wichmann, 2010 y Volkmann et al., 2010). Las bobinas emitiran un campo
magnético bajo (=0.01 teslas) a una frecuencia alta (~135Hz, frecuencia en el rango de las
usadas en la ECP), que generan un campo eléctrico tan pequefio (1VV/m) (Rohan, et al., 2014)
que reduce significativamente el calentamiento de la bobina y las posibilidades de fendmenos
epilépticos (Dufor et al., 2019). La EMT (135Hz / 10mT) suministrada fue aplicada por 20
minutos de forma discontinua a intervalos de un segundo sin pulso magnético y 4 segundos
de estimulacion. La estimulacién a intervalos se defini6 en funcién de aquella considerada
como Optima para activar la expresion de c-Fos a través de la EMT en las ratas (Dufor et al.,
2019), al tiempo de evitar el calentamiento del sitio de exposicion de la piel del craneo sobre
el cual se colocé la bobina (Lee et al., 2013). Ademas, este disefio temporal busca que las
fluctuaciones de desincronizacidn/sincronizacion en la banda o y B, que ocurren durante los
periodos pre y post movimientos respectivamente, tengan periodos de tiempo para ser
generadas (Rhodes et al., 2018), y que la EMT potencie la tasa de transicion de la actividad
de los ensambles neuronales con la actividad gamma (Babiloni et al., 2016), sin eclipsar la
generacion de otros ritmos asincrénicos que participan en la produccion del movimiento
voluntario (Pfurtscheller et al., 2003; Szurhaj et al., 2003).

Planteamiento del problema

La EMT, particularmente aquella aplicada en valores bajos de intensidad y altos en
frecuencia, promete ser un método util para fragmentar la hiper-sincronia observada en los
circuitos de los GB de pacientes con EP. Este concepto, sin embargo, no ha sido validado
experimentalmente, por lo que la presente propuesta se instrumenta como una primera fase
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enfocada a corroborar uno de los requerimientos de la premisa planteada, utilizando como

unidades experimentales ratas intactas en libre movimiento.

Hipotesis

La EMT de alta frecuencia (135 Hz) y baja intensidad (10mT) preferentemente

focalizada a M1 activara neuronas en los nucleos PUT, GP, NST y SNc.

Objetivo general

Evaluar si la exposicion a EMT de alta frecuencia y baja intensidad preferentemente
focalizada sobre M1 es capaz de activar neuronas ubicadas en los nicleos PUT, GP, NST y

SNc de ratas intactas en libre movimiento.

Objetivo especifico

Evaluar si la exposicion a EMT de alta frecuencia y baja intensidad relativamente
focalizada sobre M1 es capaz de activar neuronas ubicadas en los nucleos PUT, GP, NST y
SNc en ratas intactas en libre movimiento, utilizando como monitor morfoldgico de

activacion neuronal a la proteina c-Fos.

Metodologia

Animales

Un total de 20 ratas macho adultas jovenes de la cepa Wistar (8-9 semanas de edad;
380-420 gramos de peso corporal) se dividieron entre los grupos control (Ctrl; n=6),
expuestos a bobinas inactivas (Bl; n=7) y expuestos a bobinas activas (BA; n=7). Las ratas
nacidas y criadas en las instalaciones de la Unidad de Modelos Bioldgicos del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, fueron alojadas en un cuarto mantenido a una temperatura
promedio de 21°C, bajo un ciclo luz oscuridad invertido 12:12 (luces apagadas 7:00; luces
encendidas 19:00), y teniendo libre acceso a agua y a alimento hasta el dia del sacrificio. Las

ratas fueron conjuntadas en nimero de tres en cada caja evitando entremezclar individuos de
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diferentes grupos experimentales. Los protocolos relativos al manejo de animales fueron
revisados y autorizados por la Comision Institucional que vigila el uso de Animales de
Experimentacion en el Instituto de Investigaciones Biomédicas (Registro No. 3297).

Protocolo de habituacién

En su primera semana de ingreso al bioterio, los animales se habituaron a la sala de
ratas asignada a su estancia durante todo el curso del experimento. En la segunda semana, las
ratas se habituaron al experimentador. Cada sesion individual (7 sesiones) tuvo una duracion
de 10 minutos y consistié en tomar a la rata con ambas manos, dejando como base las palmas
de las manos, permitiendo que caminara y explorara en los brazos del experimentador. Antes
de que la rata llegara a los hombros era regresada a la palma de la mano. Transcurrida esa
segunda semana, las ratas Bl y BA fueron habituadas gradualmente al casco-bobina (8 grs).
Las 15 sesiones de habituacion al casco-bobina fueron individualizadas y se programaron de
la siguiente manera: las 3 primeras sesiones fueron de 5 minutos, las siguientes tres sesiones
tuvieron una duracion de 10 minutos, las 4 sesiones posteriores fueron de 15 minutos y las
ultimas cinco sesiones fueron de 20 minutos. Dichas sesiones se llevaron a cabo en un
cilindro de acrilico de 60 cm de diametro y 60 cm de altura, el cual también exploraron
libremente los animales Ctrl, en el tiempo escalonado ya mencionado, durante los 15 dias
consecutivos de las sesiones. A los animales del grupo Ctrl se les tomaba de su caja y se les
colocaba en el area cilindrica durante los minutos correspondientes, posteriormente se les
regresaba a su caja. A las ratas de los grupos BA y Bl primero se les sostenia dejando
despejada el area de la cabeza, se colocaba el casco y posteriormente se ajustaban y
aseguraban los cinchos del casco para que éste no se moviera de su posicion, incluso si la
rata intentaba moverlo; posteriormente se colocaba a las ratas en la arena cilindrica. Una vez
transcurridos los minutos de habituacion, el casco era retirado y la rata regresaba a su caja.
Durante las sesiones de habituacion a los cascos-bobina no se aplicaron pulsos magnéticos,
si bien las ratas si fueron expuestas al sonido de la bobina mediante el uso de grabaciones del
mismo que corrieron de manera simultanea al desarrollo de la sesion desde su inicio hasta su
final. Con esta maniobra, procuramos disminuir la saliencia del estimulo auditivo el dia de
la prueba. Las sesiones de habituacion fueron llevadas a cabo en el cuarto de alojamiento

durante la fase de actividad de las ratas entre las 10:00 y 14:00 horas del dia.
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Protocolo de estimulacion

El dia de ejecucion del experimento, cada rata fue colocada individualmente en la
arena cilindrica de prueba. Todos los ensayos se realizaron entre las 10 y las 14 horas,
aleateorizando a los animales de los distintos grupos a lo largo de las pruebas ejecutadas cada
dia. Una vez introducida a la arena, cada rata exploré durante 5 minutos antes de dar inicio
al periodo de observacion (ratas Ctrl o BI) o estimulacion/observacion (ratas BA; Figura 5).
Estudios preliminares (Aydin-Abidin, et al., 2008) y pruebas piloto en el laboratorio
mostraron que la temperatura del sitio de exposicion se mantiene relativamente constante,
alrededor de los 37.3°C, en los primeros 20 minutos de trabajo. Durante el ensayo, las ratas
se mantuvieron sin restriccion alguna de sus movimientos. Transcurridos los 20 minutos, el
casco-bobina fue apagado para el caso de las ratas BA, y removido en las ratas Bl y BA. 70
minutos después de terminado el experimento, cada rata fue anestesiada con pentobarbital
(40 mg/Kg de peso corporal) y transportada al laboratorio en una caja de aislamiento
sensorial, para ser perfundida y su cerebro procesado siguiendo el protocolo instrumentado
para la identificacion histoldgica de la proteina c-Fos, una proteina de expresion temprana
considerada como marcadora de activacion neuronal ante estimulos novedosos (Chung,
2015) y frecuentemente utilizada también como trazador indirecto de vias neurales en el

sistema nervioso central (Daval et al., 1989; Lu et al., 2019).
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Figura 5. Fotografia que ilustra un momento de la sesion de estimulacion en una rata BA

mientras recorria libremente la arena de experimentacion.

Manufactura del casco-bobina

El casco soporte de la bobina fue moldeado en una resina fotopolimerizable (A405nm;
Siraya Tech), impreso en 3D (Eleego Mars) con ayuda del programa Fusion 360 (Autodesk
Inc) previo disefio basado en un modelo 3D del craneo de la rata. El casco-bobina se ajustd
mediante dos cinchos a la cabeza de la rata. Los pulsos magnéticos fueron generados por un
dispositivo fabricado por Actipulse Neuroscience™ (Boston, EE. UU.). La bobina utilizada
fue del tipo Helmholtz circular, procurando que el campo de mayor uniformidad quedara
sobre yaciendo bilateralmente a la M1. La bobina consistio en un arreglo conformado de 50
vueltas de alambre de cobre a través del cual se transmitié una corriente 0.5 amperes. Este
arreglo produjo una frecuencia de 135Hz y una intensidad magnética maxima de 10mT. El
diametro interno de la bobina fue de 8.5 mm y el externo de 18 mm. La distancia entre la
bobina y la piel del craneo fue de 5 mm. Este dispositivo produce un campo magnético
compuesto por dos fases. La fase de estimulacion produce réafagas de pulsos que duran 4
segundos a una frecuencia equivalente al rango de las oscilaciones gamma rapidas (135Hz).

La fase de reposo consiste en una pausa sin pulsos magnéticos que dura un segundo.

Inmunocitogquimica

Una vez en el laboratorio, las ratas fueron perfundidas por via intracardiaca con una
solucion isotonica de cloruro de sodio (0.9%), seguida de una de paraformaldehido (4%)
diluido en una solucion tampon de fosfatos (PB; 0.1M, pH 7.4). Los cerebros se disecaron y
post-fijaron en la misma solucién fijadora durante 48 horas almacenadas a 4°C. Las muestras
se crio-protegieron sumergiéndolas consecutivamente en soluciones de sacarosa tamponada
al 15% y posteriormente al 30%. Una vez decantados, los cerebros fueron almacenados a 4°C

hasta su uso.

El procedimiento de inmunocitoquimica fue realizado en cortes seriales sagitales
(40um de grosor) obtenidos en un criostato previa inclusion en Tissue-Tek 11, y colectados

en cajas de 12 pozos. Los cortes colectados fueron lavados en tres ocasiones (15 minutos en
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cada ocasion) con PB, seguido de la incubacion con perédxido de hidrogeno (10%, H20,)
diluido con PB adicionado con triton X-100 (0.3%; PBT), para luego ser incubados en
ImmunoDNA Retriever Citrate (Bioscience) a 65°C durante 30 minutos. Acto seguido, los
cortes se incubaron por 30 minutos en PBT, para continuar con un periodo de incubacion en
una solucion de bloqueo (PBT adicionado con suero de caballo al 5%) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se agrego el anticuerpo primario policlonal obtenido
en conejo y dirigido contra c-Fos humano (Abcam b190289) diluido 1:11000 en PBT durante
20 horas a temperatura ambiente. Al dia siguiente, las secciones se lavaron tres veces con PB
para luego ser incubadas con el anticuerpo secundario policlonal obtenido en burro, dirigidos
contra 1gG de conejo y conjugados con biotina (Merck-Millipore), durante dos horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes fueron lavados con PB tres veces y
nuevamente incubados con el complejo avidina-biotina-peroxidasa durante 90 minutos de
acuerdo a las recomendaciones sugeridas por el proveedor (Vector Laboratories). La
ubicacién celular de los anticuerpos acoplados se llevé a cabo mediante el uso de una
soluciéon preparada con el cromdgeno 3,3'-diaminobencidina (0.025%), NiNHsSO4
(0.0005%) y 0.01% de peroxido de hidrégeno en H2O milli-Q. La deposicion del cromogeno
se prolongd por 8 minutos. Posteriormente, los cortes fueron lavados generosamente en tres
ocasiones lavados extensos. Finalmente, los cortes se colocaron sobre portaobjetos
embebidos en gelatina (0.5% en PB), secados al aire libre y montados con Cytoseal (Fisher).

Morfometria

En este estudio se estimd la densidad de nucleos neuronales inmuno-marcados para c-
Fos normalizando el valor obtenido del conteo total de nicleos en cada region por corte a
0.25 mm?. El nimero de cortes consecutivos evaluados por area fue de 10 por rata para cada
grupo. Las referencias anatdmicas para procurar que los conteos fueran realizados en areas
equivalentes se llevaron a cabo con base en el atlas de Paxinos y Watson (2006). Los
hemisferios de todos los animales fueron cortados en direccion medio-lateral entre las
coordenadas 2.10 mm a 3.4 mm sobre el eje inter-aural. Las coordenadas utilizadas como

referencia para ubicar el inicio de cada una de las estructuras fueron las siguientes:
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M1: Coordenada Antero posterior (AP)=1.7 a -2.3 mm, Coordenada Medio lateral (ML) =
2.1 mm, Coordenada DV=0.2 2 1.8 mm

PUT: AP=1.24a-1.9, ML=2.1 mm, DV=3.0 2 6.2mm

GP: AP=-0.8 mma 1.6, ML=2.4 mm, DV=5.44a7.7 mm

NST: AP=-3.8a-4.8 mm, ML=2.1 mm, DV=7.8a8 mm

SNc: AP=-6.5a-7mm, ML =21 mm, DV =7.9a8.2 mm

Siendo las coordenadas que nos permitieron referenciar el final de cada estructura:

M1: AP=3.7a-0.4 mm, ML=3.4 mm, DV=1.0a 3.6 mm
PUTAMEN: AP=1.2a-2.2, ML=3.4mm,DV=3.2a7.6 mm
GP: AP=-1.1mma 1.8, ML= 3.4 mm, DV=4.8a 7.8 mm

NST: AP=-4.2 a-4.5 mm, ML= 3.18 mm, DV=7.1a7.3 mm
SNc: AP=—-43a-55mm ML=2.62mm,DV=7.1a7.3mm

Adicionalmente, se tomaron fotografias de la corteza visual secundaria como medio de
verificacion sobre la precision/extension a la cual se entrego el estimulo magnético, ya que
la expresion basal de c-Fos en esta area es muy baja (Kaczmarek y Chaudhuri, 1997) y una
elevacion en su expresion se podria atribuir a la EMT. A continuacion se especifican
coordenadas de inicio: V2: AP=-5.1a-8.4 mm, ML= 2.1 mm, DV=0a 1.2 mm
Coordenadas finales: V2: AP=-4.8 a-6.0 mm, ML=3.4 mm, DV=0.2a1.8 mm

Los conteos nucleares (Image J, NIH) se realizaron manualmente sobre imagenes
digitalizadas (20X) obtenidas de cada region través de una cdmara (HINOTEK-lab) acoplada
a un microscopio Olympus CX21 operado por el programa ISCapture, VV3.6.6., con el apoyo
de una malla digital de conteo de 604 x 451 um. Para el proceso de conteo, se etiquetaron
las células que tuvieran la marca en el nicleo, con una circularidad de 100 a 600 pixeles,
excluyendo marca citoplasmatica. Se utiliz6 la herramienta de multipunto que permite evitar
dobles conteos al etiquetar con un numero ascendente diferente cada elemento considerado,

Ilevando una sumatoria independiente de nimero de objetos seleccionados.
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Analisis de datos

Los datos se analizaron y graficaron utilizando el programa Prism 6 (GraphPad
Software Inc). Las pruebas de homogeneidad de varianza se realizaron con el estadistico de
Levene, siendo que el supuesto de homogeneidad no se cumplié para los siguientes grupos:
M1: F (2, 17) = 7.19, p = 0.06; PUT: F (2, 17) = 5.054, p = 0.019 y GP: F (2, 17) = 6.602, p = 0.
008; y se cumplié para los grupos siguientes: NST: F (2, 17) = 3.295, p=0. 062y SNc: F (2, 17) =
3.095., p=0.071; V2: F (2, 17) = 3.419, p = 0. 056 y Peso: F (2, 17) = 0.128, p = 0. 881. Las
pruebas de normalidad se realizaron con el estadistico de Shapiro-Wilk: para M1: Ctrl:
W=0.8730, p=0.1439, BA: W=0.8821, p=0.2361, Bl: W= 0.8618, p= 0.1572; para PUT:
Ctrl: W=0.8558, p=0.1386, BA: W= 0.8792, p=0.2231, Bl: W= 0.8166, p= 0.0595; para
GP: Ctrl: W=0.4530, p< 0.0001, BA: W= 0.7841, p=0.0284, Bl: W= 0.7496, p= 0.0126;
para NST: BA: W= 0.7887, p= 0.0316, Ctrl y BI tuvieron cero marca en estas zonas; para
SNc: BA: W= 0.7434, p= 0.0108, Ctrl y BI tuvieron cero marca en estas zonas; para V2:
Ctrl: W=0.9752, p=0.9329, BA: W= 0.9696, p= 0.8959, BI: W= 0.8820, p= 0.2356; para
Peso: Ctrl: W= 0.8824, p=0.2374, BA: W= 0.9693p= 0.8936, BI: W= 0.9457, p= 0.6901.
Las comparaciones estadisticas entre animales Ctrl, Bl y BA se realizaron con la prueba
ANOVA de un factor para los datos (V2 y peso) que pasaron la prueba de homogeneidad de
varianza y con distribucion normal, seguida de la prueba de comparacién maultiple de
Bonferroni. Los datos que no cumplieron la prueba de homogeneidad de varianzas (M1,
PUT, GP) y/ o el supuesto de normalidad (NST y SNc) se compararon con la prueba
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de comparacion multiple de Dunn. Se consideraron
como valores probabilisticos significativos aquellos iguales o menores a 0.05. La gréafica de

barras de la figura 8 se realizé con el programa Excel (Microsoft Office, 2013).

Tamanfo del efecto

El tamafo del efecto es la medida que representa la fuerza de la variable independiente.
Aunqgue un valor p puede informar si existe un efecto, no revelara per se el tamafio del efecto,
es decir, el nivel de significancia por si solo no predice el tamarfio del efecto global ni entre
grupos. (Field et al., 2012). Debido a lo antes mencionado, y a que nuestros datos en el grupo

de BA presentaban una gran variabilidad que podrian sesgar el resultado de significancia
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estadistica, decidimos reportar el tamafio del efecto por grupo y la comparacion entre grupos

para conocer la magnitud del efecto de la EMT de alta frecuencia y baja intensidad.

Para las comparaciones entre los grupos Ctrl, BA y Bl en las diferentes estructuras
muestreadas, se calcul6 la n? (IBM SPSS Statistics 22) (Field et al., 2012). Los valores
obtenidos para el tamafio del efecto total y para la comparacion de la magnitud entre grupos
se categorizan de la siguiente manera: valores de .10 (efecto pequefio), .30 (efecto medio) y
.50 (efecto alto) (Field et al., 2012).

El proceso metodoldgico descrito se resume en la Figura 6.

Dia Procesamiento
Semanal Semana2 Semana3y4 experimental del cerebro
e 5 £ ___________________§F ]
Habituacion alasala  Habituacion al Habituacion al casco- ) - + Cortes sagitales
o . ) . 20 minutos 70 minut ——
del bioterio experimentador bobina y arena circular minutos
(c-Fos) i ‘ K
=1 ' \
9 L n=6  (Kovics, et !’er usion \ N
S ? 21 2008) intracardiaca
<h7rf ) h""’l * Obtencigny *  IHQ contra c-Fos (por
G fiacionde  flotacion).
n=? muestras.  * Captura de imdgenes de
n=20 ' M1, PUT, GP, NST, SNcy V2.
& + Conteo manual de nicleos
L c-Fost en Image J.
I + Andlisis estadistico

Figura 6. Esquema representativo de la metodologia descrita
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Resultados

Con el objetivo de identificar si las sesiones de habituacion impusieron condiciones
que hubiesen podido ser apreciadas como estresantes por las ratas, estimamos la condicion
corporal de las mismas utilizando como parametro de referencia el peso corporal. Como se
muestra en la figura 7, el rango de los pesos de los animales asignados a los distintos grupos
fue similar. La comparacion se realizd mediante una prueba ANOVA de una via (F (2, 17)=
0.1276, p=0.8811)
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Figura 7. El peso corporal de los animales que fueron asignados a los grupos control
(Ctrl), sujetos a estimulacion (BA) y no sujetos a estimulacion que estan equipados con
cascos-bobina (Bl) no varia significativamente después de los procedimientos de
habituacion. Grafica que muestra el promedio (+ desviacion estandar) los pesos corporales
de los veinte animales asignados a los grupos Ctrl, Ba y Bl. ANOVA de una via (F (2, 17)=
0.1276, p=0.8811)

Para verificar la precision a la cual se entregd la EMT, se tomaron fotografias de la
extension cortical que corresponde a la corteza visual secundaria (V2) en los grupos Ctrl, BA
y Bl (Figura 8A1-A3). Las comparaciones estadisticas obtenidas mediante una ANOVA de
una via (F (2, 17)= 3.359, p=0.5380) arrojaron que no existen diferencias significativas entre
grupos Ctrl, BA y BI (Figura 8A4). Se considera que la presencia de c-Fos en V2 en los tres
grupos refleja los niveles basales de expresion de la proteina en esa area (Herdegen, et al.,
1995; Kaczmarek y Chaudhuri, 1997). Por lo tanto, no hay un efecto extendido de la EMT.
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Figura 8. El nimero de ndcleos positivos a c-Fos no varia significativamente después del
procedimiento de EMT en la V2 A) Corte histoldgico sagital ilustrando la localizacion de
V2. Al1-A3) Microfotografias representativas de cortes sagitales inmunomarcados con c-Fos
en V2 del grupo Ctir A1), del grupo con BA A2) y del grupo con la Bl A3). A4) Gréfica que
muestra la cuantificacion de la densidad de nucleos c-Fos positivos por unidad de area
(0.25mm?2). No se encontraron diferencias significativas entre grupos. ANOVA de una via (F
(2, 17)= 3.359, p=0.5380). Grafica muestra el promedio (+ desviacion estandar). Escala de
microfotografias= 300pum

Con el objeto de evaluar si la EMT aplicada preferentemente sobre la M1 activa
grupos neuronales localizados en PUT, GP, NST y SNc, se obtuvieron rebanadas de tejido
cerebral de las ratas Ctrl, BA y Bl (Fig. 9A1-E4). Estas rebanadas fueron utilizadas para
estimar la densidad de ndcleos neuronales inmuno-marcados para la proteina c-Fos (Fig.
9A1-E4), un marcador molecular de activacion neuronal. Los resultados obtenidos para cada
grupo se muestran graficados en las figuras 9 (A5-E5) y 10. En general, en todas las regiones,
la densidad de nucleos neuronales inmuno-tefiidos para c-Fos tendio a ser significativamente
mayor en el grupo BA al ser comparadas con el grupo Ctrl y Bl (Fig. 9 A5-E5). No obstante
ello, la respuesta de activacion neuronal para cada region en las ratas BA fue muy
heterogénea tanto a nivel regional como individual (Fig. 9A2-8E3), con algunas ratas BA
siendo muy responsivas (57%) (Fig. 9A2-E2, bajo el subtitulo Rr (ratas responsivas)) y otras
poco responsivas (43%) (Fig. 9A3-E3, bajo el subtitulo Rpr (ratas poco responsivas)) al
estimulo aplicado. Estéa clasificacion esta basada en el nimero de células positivas a c-Fos en
M1, siendo las ratas altamente responsivas aquellas que tenian mas de 1024 células reclutadas
y las de baja respuesta aquellas con menos de 1024 células reclutadas (Figura 10; observar
linea puntuada). Interesante fue el hecho de que en general, en las ratas BA, todas las regiones

26

&

)



de los ganglios basales consideradas en el estudio mostraron una elevacion del nimero de
células marcadas para c-Fos (Fig. 10) y congruentemente, los resultados del tamafio del
efecto, atribuible a la EMT, muestran un alto efecto en la magnitud de diferencia entre los
grupos Ctrl vs BA 'y BA vs Bl en las areas M1, PUT, GP y SNc, mientras que en el NST, la
comparacion Ctrl vs BA y BA vs Bl reflejo un efecto medio. (Tabla 1). Estos resultados no
fueron observados en las ratas Bl, ni siquiera aquellas que mostraron un cierto grado de
reclutamiento neuronal en la M1 y PUT en ausencia del estimulo magnético (Fig. 10),
resultado que se replicé con la baja o nula diferenciacion entre los grupos Ctrl vs B,
midiendo el tamafio del efecto (Tabla 1). Por otro lado, en las ratas BA poco responsivas al
estimulo magnético, todas las regiones estudiadas mostraron un nimero bajo de nucleos
neuronales marcados para c-Fos (Fig. 10). Finalmente, vale la pena destacar que el 42% de
las ratas BI, mostraron un incremento moderado en la densidad ndcleos inmuno-marcados
para c-Fos en M1, PUT y GP (Fig. 10). Este incremento fue significativamente menor que el

observado en la mayor parte de las ratas BA (Fig. 9A5-ES5).
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Figura 9. Efecto de la EMT de alta frecuencia y baja intensidad sobre M1, PUT, GP, NST
y SNc.

A) Corte histologico sagital ilustrando la localizacion de M1. A1-A4) Microfotografias
representativas de cortes sagitales inmunomarcados con c-Fos en M1 del grupo Ctlr Al), del
grupo con BA con abundante marca (Rr) A2) y con escasa marca (Rpr) A3) y del grupo con
la BI A4). A5) Gréfica que muestra la cuantificacion de la densidad de ndcleos c-Fos
positivos por unidad de area (0.25mm?).

B) Corte histologico sagital ilustrando la localizacion de PUT. B1-B4) Microfotografias
representativas de cortes sagitales inmunomarcados con c-Fos en el PUT del grupo Ctlr B1),
del grupo del grupo con BA con abundante marca (Rr) B2) y con escasa marca (Rpr) B3) y
del grupo con la Bl B4). B5) Gréfica que muestra la cuantificacion de la densidad de nicleos
c-Fos positivos por unidad de area (0.25mm?).

C) Corte histoldgico sagital ilustrando la localizacion de GP. C1-C4) Microfotografias
representativas de cortes sagitales inmunomarcados con c-Fos en el GP del grupo Ctlr C1),
del grupo con BA con abundante marca (Rr) C2) y con escasa marca (Rpr) C3) y del grupo
con la Bl C4). C5) Gréfica que muestra la cuantificacion de la densidad de ndcleos c-Fos
positivos por unidad de area (0.25mm?).

D) Corte histolégico sagital ilustrando la localizacion del NST. D1-D4) Microfotografias
representativas de cortes sagitales inmunomarcados con c-Fos en el NST del grupo Ctlr D1),
del grupo con BA con abundante marca (Rr) D2) y con escasa marca (Rpr) D3) y del grupo
con la Bl D4). D5) Grafica que muestra la cuantificacion de la densidad de ndcleos c-Fos
positivos por unidad de area (0.25mm?).

E) Corte histologico sagital ilustrando la localizacién de la SNc. E1-E4) Microfotografias
representativas de cortes sagitales inmunomarcados con c-Fos en la SNc del grupo Ctlir E1),
del grupo con BA con abundante marca (Rr) E2) y con escasa marca (Rpr) E3) y del grupo
con la Bl E4). E5) Gréfica que muestra la cuantificacion de la densidad de ndcleos c-Fos
positivos por unidad de area (0.25mm?).

Notas: Abreviaturas: Control: Ctrl; Bobina Activa: BA; Bobina Inactiva: Bl; Ratas
responsivas: Rr; Ratas poco responsivas: Rpr; Corteza Motora Primaria: M1; Putamen: PUT;
Globo Paélido: GP; Ndcleo Subtalamico: NST; Substancia nigra, pars compacta: SNc. Escala
de microfotografias= 300um. Estadistica: M1, PUT, GP, NST y SNc no cumplieron el
supuesto de homogeneidad de varianza y/o de normalidad por lo que se compararon con la
prueba Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de comparacién mdaltiple de Dunn:

*p<0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001

Las puntas de flecha muestran ejemplos de nucleos postivos a c-Fos

Gréaficas muestran la mediana (+ rango intercuartilar)
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Figura 10. La densidad estimada de nucleos neuronales inmunotefiidos para c-Fos en la
corteza motora y en las distintas areas ganglio-basales estudiadas fue mayor en las ratas
estimuladas (BA), que en aquellas consideradas control (Ctrl) o no estimuladas equipadas
con cascos-bobina (BI). La gréafica muestra que los animales del grupo BA reclutaron un
mayor nimero de neuronas en la corteza motora primaria (M1), putamen (PUT), globo palido
(GP), nucleo subtdlamico (NST) y sustancia nigra, pars compacta (SNc) que el reclutamiento
observado en las ratas Crtl y Bl. Para las ratas BA, el reclutamiento fue mayor en la M1y
decay6 a lo largo de los circuitos ganglio-basales. Adicionalmente, la mitad de las ratas Bl
mostraron un grado relativamente bajo de reclutamiento neuronal en M1 y PUT. El resto de
los animales y de las estructuras ganglio-basales en el grupo de ratas Bl mostraron valores
basales de marcaje (similares a Ctrl) incluso en M1 y en PUT. Finalmente, las ratas Ctrl no
mostraron evidencia de reclutamiento neuronal mas alla de los valores basales (expresion de
c-Fos en el cerebro en ausencia de estimulacion novedosa (Chung, 2015)) en ninguna de las
estructuras ganglio-basales estudiadas. La linea negra discontinda representa un umbral que
al ser rebasado por el namero de células reclutadas en M1, puede predecir que haya actividad
en el resto de las estructuras.
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Area
M1 PUT GP NST SNc
Tamarfio del efecto total > 0.6849| 0.7467 | 0.64 0.4 |0.6029
Comparacion Ctrl vs BA 0.6321| 0.6887 | 0.73 | 0.38 |0.5223
entre > BA vs BI 0.5349| 0.584 | 0.58 |0.3862|0.5223

grupos Ctrl vs B 01182[0.1276 00427] 0 [ 0

Tabla 1. Tamafio del efecto y magnitud de diferencia entre grupos adjudicado a la EMT

de alta frecuencia y baja intensidad. Se muestra el valor del tamafo del efecto total de la
EMT de alta frecuencia y baja intensidad en cada &rea y la comparacion entre grupos por la
presencia de la variable independiente. Para una mejor visualizacién, las celdas se iluminaron
de acuerdo al puntaje que categoriza el tamafio del efecto: 0.10 (efecto pequefio: rojo), 0.30
(efecto medio: amarillo) y 0.50 (efecto alto: verde) (Field et al., 2012). Siendo que, en
términos generales, las diferencias entre los grupos Ctrl vs BA y BA vs BI pueden ser
atribuibles al alto efecto de la presencia de la variable independiente (EMT de alta frecuencia
y baja intensidad). Interesantemente, en las comparaciones de los grupos Ctrl vs Bl, en los
que la EMT de alta frecuencia y baja intensidad no estuvo presente, se distinguen tamafos

del efecto de bajo a nulo.

Alto Medio - Bajo

Discusién

Las alteraciones motoras observadas en la EP son el resultado de un proceso de
hipersincronia de la actividad en la frecuencia  de los ensambles de neuronas localizados en
las estructuras de los GB del cerebro, que se instaura en ausencia de DA (Dejean et al., 2008;
Pérez-Ortega et al., 2017). La fragmentacion de esta hipersincronia en los ensambles ganglio-
basales mediante la aplicacion de estimulos en frecuencias gamma altas atenla
significativamente las manifestaciones motoras de la EP, incluso en ausencia de DA
(Muthuraman et al., 2020). Infortunadamente, hasta el momento, esta forma de terapia solo
puede ser provista a un numero selecto de personas mediante la implantacion quirdrgica de

electrodos de estimulacion profunda, situacion que pone en riesgo la salud y limita el acceso
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de los pacientes a la terapia debido a sus altos costos. Asi, el desarrollo de procedimientos y
equipos no invasivos, portatiles y de bajo costo podrian contribuir a establecer una condicién
de bienestar al paciente con EP.

En este trabajo planteamos la posibilidad de regular la hipersincronia a través de
modular corticalmente a la red utilizando a la EMT de alta frecuencia (135 Hz) y baja
intensidad (10mT) preferentemente sobre la M1, area cortical que en condiciones naturales
promueve la generacion de oscilaciones gamma en la circuiteria ganglio-basal (Arnulfo et
al., 2020). En un primer paso, quisimos evaluar si el estimulo comentado y aplicado a la M1
activaria en verdad grupos neuronales en la circuiteria ganglio-basal de ratas intactas. Los
resultados presentados sugieren que esto es asi (Tabla 1). Las ratas BA mostraron un aumento
de la densidad de nacleos marcados para c-Fos en el PUT, GP, NST y SNc en respuesta a la
aplicacion de EMT sobre la M1 al ser comparadas con ratas Ctrl y Bl (Figura 9). El
reclutamiento neuronal fue mayor en la M1 y decayé de proximal a distal conforme la
informacion recorri6 las vias neuronales de los GB (Fig. 10). La respuesta observada fue
idiosincratica, con el 57% ratas BA siendo muy responsivas y el 43% siendo menos
responsivas (Figura 10, observar linea puntuada). Aunque desconocemos las causas de la
variacion interindividual de las respuestas, una de las posibilidades es que dependan del
estado previo de los circuitos que reciben el estimulo (Hannah et al., 2016). Una posible
solucion seria combinar el uso de EMT con el registro de electroencefalograma (EEG) para
cronometrar con precision la entrega de EMT de acuerdo con los diferentes estados de la
excitabilidad cortical (Hannah et al., 2016). Se sabe que la excitabilidad de M1 depende de
la fase de actividad oscilatoria en curso y de las propias dindmicas corticales (Luczak et al.,
2015). Por lo que, probablemente, los pulsos de EMT administrados al azar estimulan
poblaciones de neuronas en diferentes estados funcionales (Hannah et al., 2016). A este
respecto, y siguiendo las premisas del modelo sobre los ritmos que subyacen al movimiento,
la sugerencia para obtener respuestas mas uniformes entre individuos seria que los pulsos de
la EMT deberian entregarse cuando la mayoria de los ensambles estan en la transicion de la
desincronizacion B (pre movimiento) hacia la sincronizacion gamma (durante el movimiento)
y/o cuando el ritmo gamma ya se esté instalado, de forma que, la EMT sdlo potencie la
transicion entre ensambles (Armstrong et al., 2018; Pfurtscheller et al., 2003; Szurhaj et al.,

2003), con lo cual se tendria que coordinar el tiempo de estimulacion/silencios de la EMT
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con la operacion in vivo de los ensambles. En cuanto a nuestros datos, especulamos que los
resultados de las ratas que respondieron con mayor reclutamiento celular se debieron a que
la EMT se entreg6 primordialmente cuando los ensambles se encontraban en la culminacion
de la fase de desincronizacion B e inicio del ritmo gamma; en cambio, a las ratas con menor
reclutamiento celular se les entregd el pulso de EMT en los periodos con mayor nimero de
ensambles en la sincronizacion B y/o al inicio de la desincronizacion B, dificultando el
enganche entre el ritmo proveido exdégenamente y el enddgeno (Joundimet al., 2012; Hannah
et al., 2016). También ayudara el monitorear cuidadosamente y cuantificar el desempefio de
las ratas en alguna tarea motora, antes y durante la prueba para ver si existe una relacion entre
las caracteristicas de la conducta locomotriz (e.g., conducta exploratoria) y el reclutamiento
neuronal que tiene lugar en respuesta a la EMT a lo largo de los circuitos ganglio-basales

estudiados.

Un factor mas a tomar en cuenta es que las dindmicas corticales estan embebidas en
circuitos reverberantes que estan siendo constantemente influenciadas por las oscilaciones
que el tdlamo genera per se o influenciado por las oscilaciones que le convergen provenientes
de estructuras de los GB y otras areas corticales sensoriales (Lanciego et al., 2012), como es
el caso del sobrelapamiento de algunas regiones de la M1 y la corteza somatosensorial
primaria (S1) (Halley, et al., 2020). Adicionalmente, las conexiones entre talamo y corteza
son heterogéneas y no reciprocas en localizacion, siendo regularmente asincronicas en
vigilia, con actividad sincrénica transitiva muy puntual (Wichmann y DeLong, 1999), por lo
que las terminales talamicas tienen una influencia compleja sobre las oscilaciones espacio-
temporales de los ensambles corticales (Haber y Calzavara, 2009). Sin embargo, aun se
desconoce con precision las dinamicas de estas oscilaciones por lo que se requiere de registro
in vivo para el posterior modelaje matematico que coadyuve a la creacién de protocolos de

estimulacion ad hoc (Brittain, y Brown, 2020).

De cualquier forma, nuestros resultados son compatibles con los reportados para
animales Ctrl no estimulados en los que se observé una traduccién basal de c-Fos a lo largo
de los circuitos ganglio-basales (Chung, 2015), y con aquellos reportados por Hinder (2014)
y Hannah et al (2016) quienes coinciden en concluir que las diferencias individuales de las
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respuestas dadas a un protocolo de EMT pueden alcanzar un rango de entre 40 y el 60 por

ciento, por lo que enfatizan la importancia de dar un seguimiento individualizado.

Una observacion intrigante hecha en el presente trabajo fue aquella que muestra que
el 42% de las ratas Bl mostraron una activacion y reclutamiento moderados en M1y en PUT,
que aunque no resultd significativo con respecto a las ratas Ctrl, en algunos de los casos
alcanzo valores semejantes a los observados para estas estructuras en dos de las ratas BA.
Este resultado pudiese ser atribuido a que el habito de portar la bobina en estas ratas Bl no
se alcanzo totalmente con dos semanas de habituacion, lo cual se ve reflejado en una
elevacion discreta en la actividad del circuito M1-PUT, estructuras relacionadas a
aprendizajes de habitos (Pérez-Ortega y Bargas, 2017), sin afectar el resto de las estructuras
neurales estudiadas. En apoyo a esta posibilidad esta la observacion que documenta que el
resto de las ratas Bl muestran densidades de neuronas positivas a c-Fos muy similares a las
observadas en los niveles de activacion de las ratas Ctrl, es decir, expresion basal de c-Fos
en ausencia de estimulacion novedosa (Chung, 2015) por lo que se podria especular que la
habituacion fue exitosa en estas ratas. Adicionalmente, si la habituacion no fue exitosa para
algunas ratas del grupo Bl e incluso de las ratas de BA, es posible que el sobrelapamiento
funcional de las regiones de M1 y S1 que representan las patas delanteras y traseras de las
ratas (Halley, et al., 2020) tuvieran un efecto sobre la actividad de PUT y GP. Por lo que,
futuros estudios, deberian enfocarse en realizar un registro previo, con el propdsito de
localizar los circuitos a estimular. También es posible que la remocion del casco-bobina al
final del periodo experimental pudiese haber inducido una respuesta motora menor.
Experimentos dirigidos a explorar los efectos de la habituacion por periodos mas largos o no
habituadas o bien anestesiadas infundiendo anestésicos a través de catéteres femorales hacia
el final de la sesidn experimental y previo a la remocion del casco-bobina, ayudaran a resolver

en parte esta incognita.

Finalmente, dado el estado acotado de la presente investigacion, es ineludible el
comentar sobre las perspectivas y direcciones del presente trabajo. Es obvio que, como
primera medida, se requiere fortalecer el poder estadistico del mismo a través de incrementar
el tamafio muestral de los grupos aqui considerados. Un segundo punto seria el de introducir

un cuarto grupo conformado por ratas trabajadas de la misma manera que las BA, pero
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sometidas a anestesia durante el periodo de estimulacion. Esto nos ayudaria a establecer la
especificidad de la respuesta. Tercero, hacer evaluaciones de la densidad de nucleos
marcados para c-Fos en las subregiones del talamo en los grupos Ctrl, BA 'y BI, nos permitiria
establecer la selectividad de la respuesta observada. Un cuarto punto seria que debido a que
el estado oscilatorio de la red en M1 influye en la repuesta motora (Luczak et al., 2015), seria
idéneo el poder sincronizar el estimulo aplicado con la actividad desplegada por los
ensambles neuronales en M1, con el objeto de intentar incrementar la posibilidad de inducir
reclutamiento celular a estos, dandole asi un mayor peso sinaptico a la salida de M1 en
direccion a los ganglios basales. Algo similar podria considerarse con relacién a la
posibilidad de incidir con mayor eficacia sobre las oscilaciones propias de los circuitos
ganglio-basales. Finalmente, en un futuro inmediato, se deberan realizar experimentos
equivalentes en ratas que modelen elementos centrales de la EP. Una potencial unidad
experimental serian roedores a los que se les inyecte rotenona, un pesticida que elimina las
células DAérgicas de la SNc, y que replica en la rata muchas caracteristicas conductuales,
funcionales, morfoldgicas, bioquimicas, celulares y moleculares tanto a nivel central como
periférico que desarrollan los fenotipos parkinsénicos en el ser humano (Greenamyre et al.,
2010). Adicionalmente, este modelo nos ayudard a evaluar conductualmente las
repercusiones funcionales de la EMT de alta frecuencia y baja intensidad sobre el fenotipo
motor de las ratas, aspecto que en condiciones normales no es sencillo evaluar porque este
tipo de estimulacion no es suficientemente potente para generar una respuesta por arriba del
umbral motor (Ogiue-lkeda y Ueno, 2003; Van De Ruit y Grey, 2016), pero que Si €s
susceptible a evaluar indirectamente en pruebas conductuales pre y post estimulacion, en el

modelo animal de EP (Gdmez-Chavarin, et al., 2019).

Conclusion

La EMT de alta frecuencia y baja intensidad aplicada preferentemente sobre M1 es
una herramienta que parece promover la activacion y el reclutamiento neuronal en estructuras
encefalicas profundas de los ganglios basales. Sin embargo, estudios futuros deberan

confirmar y ampliar los resultados reportados en este trabajo.
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