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Resumen

La estimulacion transcutanea de la médula espinal consiste en la aplicacion de corriente
eléctrica al tejido nervioso espinal a través de la piel, con el objetivo de provocar una
respuesta fisioldgica. Dicha técnica, se ha empleado para investigar los mecanismos
neuronales que subyacen a los procesos fisiolégicos y conductuales, incluyendo el control

motor y el procesamiento sensorial.

Aunque existen diversos tipos de estimulacion eléctrica transcutanea, en el presente
trabajo, solo empleamos la Estimulacion Eléctrica Ruidosa de Alta Frecuencia sobre la
piel a nivel espinal, la cual consiste en la aplicacion de ruido eléctrico aleatorio. En
particular, empleamos dicho tipo de estimulacion para modular la actividad de la médula
espinal de manera no invasiva. Historicamente, este tipo de estimulos se han empleado
para el tratamiento de numerosas patologias relacionadas al sistema somatosensorial,
principalmente aquellas relacionadas al dolor. Sin embargo, ain se desconoce el impacto
neuromodulador de dicha estimulacién espinal para mejorar la funcién del sistema

somatosensorial.

En el presente trabajo, se muestran datos originales que apoyan la hipotesis de un papel
facilitador de la estimulacion transcutanea de la médula espinal sobre los potenciales
provocados de la corteza somatosensorial, producidos por la estimulacion mecénica de

las vibrisas en el ratén anestesiado.

En el presente trabajo se demuestra por primera vez un efecto de potenciacion en las
propiedades fisioldgicas activas y pasivas de la corteza somatosensorial producido por la
Estimulacion Eléctrica Ruidosa de Alta Frecuencia transcutanea de la médula espinal, la
actividad espontanea de la corteza somatosensorial y los potenciales provocados
producidos por la protraccién mecanica de las vibrisas se observan significativamente
aumentados en el ratdon anestesiado. Mostrando asi un impacto neuromodulador en la

corteza somatosensorial.




Nuestros resultados son consistentes con la teoria aumentativa de la Estimulacion
Eléctrica Ruidosa de Alta Frecuencia sobre los procesos sensoriales. Consideramos que el
protocolo experimental de esta tesis también permitira estudiar mecanismos fisioldgicos
asociados a la propiedad aumentativa de este tipo de estimulacién ruidosa. Ello a su vez,
podria permitir el desarrollo futuro de nuevas intervenciones terapéuticas no invasivas
sobre la médula espinal en el humano, para incrementar la sensibilidad del sistema

somatosensorial.




Abstract

Transcutaneous spinal cord stimulation involves applying electrical current to the spinal
nerve tissue through the skin to elicit a physiological response. This technique has been
used to investigate the neural mechanisms underlying physiological and behavioral

processes, including motor control and sensory processing.

Although there are several types of transcutaneous electrical stimulation, in the present
study, we only employed High-Frequency Noise Electrical Stimulation on the skin at the
spinal level, which involves the application of random electrical noise. Specifically, we
used this type of stimulation to non-invasively modulate the activity of the spinal cord.
Historically, such stimuli have been used to treat numerous somatosensory system-related
pathologies, mainly those related to pain. However, the neuromodulatory impact of spinal

stimulation on improving somatosensory system function is still unknown.

In the present study, original data supporting the hypothesis of a facilitative role of
transcutaneous spinal cord stimulation on the somatosensory cortex-evoked potentials
produced by mechanical stimulation of whiskers in anesthetized mice are presented.

For the first time, this study demonstrates a potentiation effect on the active and passive
physiological properties of the somatosensory cortex produced by high-frequency noise
electrical stimulation of the spinal cord through the skin, as evidenced by significantly
increased spontaneous activity and evoked potentials produced by mechanical protrusion
of whiskers in anesthetized mice. This indicates a neuromodulatory impact on the
somatosensory-cortex.

Our results are consistent with the augmentative theory of high-frequency noise electrical
stimulation on sensory processes. We believe that the experimental protocol of this thesis
will also allow the study of physiological mechanisms associated with the augmentative
property of this type of noise stimulation. This, in turn, could allow for the future
development of new non-invasive therapeutic interventions on the spinal cord in humans

to increase the sensitivity of the somatosensory system.




CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

ANTECEDENTES

La forma en que el sistema nervioso discrimina las diversas formas de experiencia

sensorial ha sido un tema central desde el comienzo de la fisiologia sensorial.

Un descubrimiento fundamental fue la separacion de las funciones sensoriales y motoras
en las raices dorsales y ventrales de la médula espinal, mas tarde denominada Ley de Bell

y Magendie.

La evidencia que respalda la nocion de que la doctrina de las energias nerviosas
especificas se aplica a los diferentes sentidos cutaneos provino de las observaciones de
Blix en 1884, quien descubrid que la estimulacion de puntos localizados separados en la
piel producia distintas sensaciones de presion, calor, frio, o dolor. Con el fortalecimiento
de la evidencia de que los receptores sensoriales desempefian funciones sensoriales
especificas, se propuso una teoria en la que la informacion especifica de los 6rganos de
los sentidos genera la actividad del generador central de patrones (Melzack y Wall,
1965). El modelo de Melzack y Wall se conoce como la teoria de la compuerta del dolor.
Sin embargo, esta teoria no intenta dar cuenta de otras modalidades de sensacion cutanea

que no sean el dolor.




Todos los avances realizados con respecto a la intima relacién que existe entre el proceso
fisiolégico de la sensacion y la médula espinal fueron logrados gracias a la estimulacion
eléctrica. Hoy en dia, la estimulacion eléctrica no invasiva juega un rol fundamental para
dilucidar los fendmenos fisioldgicos tanto de la corteza somatosensorial, como de la
médula espinal; asimismo, fortalecen el conocimiento que ayuda a la implementacion

terapéutica de diversos procesos fisiopatoldgicos.

La corteza somatosensorial: El reconocimiento de nuestro
entorno

El sistema somatosensorial nos permite contestar preguntas tan esenciales como: ¢Hay algo a mi
alrededor?, (Que es? y (Qué cambio? Para responder dichas preguntas necesitamos que se
realicen dos funciones bésicas: deteccion y discriminacion. Con esta informacidn, el sistema
nervioso central (SNC), puede responder, adaptarse, o aprender de todos los estimulos fisicos

externos de nuestro entorno.

Desde tiempos ancestrales en nuestra historia, el ser humano se ha fascinado con la naturaleza de
nuestra experiencia sensorial. Aristoteles, en el afio 350 A.C., sent0 las bases para explicar el
proceso fisiologico de la percepcion, delimitando en su momento los cinco sentidos (audicion,
vista, olfato, gusto y tacto). Sin embrago, el sentido del tacto plantea un problema fundamental,
ya que la informacién que recibe es realmente amplia y con rangos cualitativamente diferentes;

es decir, discernir entre caliente-frio, hUmedo-seco, blando-duro, etc.

Asi, los primeros estudios neurofisioldgicos individuales de las modalidades sensoriales se
realizaron en el sistema somatosensorial, por lo que se le definid, como el sistema que transmite

informacion codificada por receptores distribuidos en todo el cuerpo.




Sir Charles Sherrington, uno de los primeros investigadores del sistema somatosensorial, sefiald
que el sistema cumple con tres funciones principales: propiocepcion, exterocepcion e

interocepcion.

La propiocepcion, es el sentido de uno mismo (del latin proprius, propio). Los receptores en el
musculo esquelético, las capsulas articulares y la piel nos permiten tener conciencia de la postura

y los movimientos de nuestro propio cuerpo, en particular, las cuatro extremidades y la cabeza.

La exterocepcion, es el sentido de interaccion directa con el mundo externo a medida que
impacta en el cuerpo. Los componentes sensoriales y motores del tacto estan intimamente

conectados anatdmicamente en el cerebro y son importantes para guiar el comportamiento.

El sistema somatosensorial adquiere informacion acerca de estimulos fisicos externos que
impactan en el cuerpo en distintas modalidades como presion, vibracién y temperatura, o en un
extremo el dolor (Kandel, 2021).

Desde un punto de vista anatomico, definimos al sistema somatosensorial como un conjunto de
redes neuronales que proporcionan al humano la capacidad de reconocer objetos, discriminar
texturas, generar retroalimentacion sensorial y motora. Dichas redes neuronales estan
distribuidas desde la raiz dorsal de la médula espinal hasta la corteza somatosensorial, en la

denominada via ascendente (Figura 1).

Si bien nuestro deseo es la comprension de la fisiologia en nuestra especie, lo que hoy en dia
sabemos de los procesos neurofisioldgicos proviene de investigaciones en otras especies
animales. Asimismo, nuestra comprension del sistema somatosensorial proviene de modelos
animales como el raton. En particular, las bases neuronales del sistema somatosensorial
provienen de numerosos estudios realizados en el sistema de vibrisas de ratones y ratas. Dichos
resultados nos brindan una amplia visién de la fisiologia del sistema somatosensorial, gracias a la

interpolacion entre especies.
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Figura 1. Vias ascendentes sensoriales.

La via de la columna dorsal del lemnisco

medial (naranja) transmite las sefiales sensoriales asociadas al tacto, por fibras largas

mielinizadas, mientras que el sistema anterolateral (café), transmite sefiales nociceptivas,

de temperatura, las cuales se transmiten por fibras amielinicas (Modificado de Kandel E.

y cols. 2021)




El sistema somatosensorial del ratén: De las vibrisas a la
corteza de los barriles

Comprender y comparar el procesamiento somatosensorial en ratones y humanos requiere
colocar los respectivos sistemas sensoriales en contexto de su funcién. Los humanos
utilizamos principalmente nuestras manos para obtener informacion de nuestro entorno,
mientras que los ratones que son animales nocturnos dependen en gran medida de la

informacidn tactil que obtienen de sus vibrisas. (Figura 2)

Figura 2. Funciones de la mano y las vibrisas. Tanto las vibrisas como las manos
pueden percibir las propiedades de un objeto como lo son la textura, y forma, pero solo

las manos pueden tomar y manipular objetos (O’Connor y cols. 2021)

De esta forma, las interacciones causan deformaciones tanto en la piel o en las vibrisas,
que transmiten la informacion a los mecanorreceptores, la cual convierte esta informacion
en sefiales eléctricas. Las propiedades mecanicas de las vibrisas y la piel juegan asi un rol
fundamental en formar las sefiales sensoriales que se transmiten en el SNC. (O’Connor y
cols. 2021)

Morfol6gicamente las vibrisas son rayos conicos que transmiten al foliculo de las vibrisas
las tensiones producidas durante las interacciones vibrisa-objeto (Birdwell et al., 2007;
Solomon y Hartmann, 2006). Existe una variedad de diferentes tipos de receptores en el
foliculo de la vibrisa, cada uno sensible a diferentes aspectos del movimiento de ésta, que

traducen las tensiones locales en potenciales de accion. Los foliculos de las vibrisas




tienen una estructura compleja en la que los receptores se forman en lugares especificos
que los exponen a distintas caracteristicas de la entrada mecéanica (Ebara et al., 2002).

La disposicion mas elaborada de mecanorreceptores en el raton se observa en el foliculo
de la vibrisa. Cada vibrisa principal esta envuelta en una estructura capsular compleja con
un abundante suministro de sangre y esta inervada por 100 a 200 axones (Figura 3) (Lee
y Woolsey, 1975).

Figura 3. Innervacion de la vibrisa. Las vibrisas son estructuras complejas que se
encuentran encapsuladas y contienen ~8 diferentes mecanorreceptores, incluidas las
terminaciones de células de Merkel (cian) y de tipo lanceolado (pUrpura). Todo el
foliculo gira junto con el bigote durante el movimiento, debido a la accién de los

mausculos intrinsecos y extrinsecos. (Ebara y cols., 2002)

Para transmitir las sefiales que obtiene la vibrisa hacia el cerebro, especificamente a la
corteza somatosensorial primaria (S1), son necesarias dos sinapsis, una a nivel de tronco

encefalico y otra en el talamo (Figura 4).




Figura 4. Via de sefializacion de la vibrisa a la corteza. La deflexion de la vibrisa
provoca potenciales de accion en las neuronas del ganglio del nervio trigémino, éstas
liberan glutamato en las neuronas trigeminales del tronco encefélico que a su vez
proyectan al tdlamo donde liberan glutamato en las neuronas talamico-corticales, que
envian sus proyecciones a la corteza somatosensorial primaria o corteza de los barriles
(S1). De S1, las sefiales sensoriales pueden ser después distribuidas a otras areas
cerebrales, incluyendo el area motora primaria (M1), esta sefializacion puede activar un
asa de retroalimentacion para activar nicleos del tronco encefélico que contribuyen al

movimiento activo de las vibrisas (Petersen 2007).

La corteza somatosensorial primaria (S1), estd funcionalmente constituida por columnas
que se extienden perpendiculares a la superficie de esta corteza. Estas columnas estan
conformadas por células asociadas a la mima modalidad de estimulacion. Ademas, las
neuronas halladas en estas columnas estan relacionadas con el mismo o casi siempre el
mismo campo receptivo en la superficie corporal (Mountcastle, 1957), lo cual representa

la particularidad del estudio en ratones.




Woolsey y Van der Loos en 1970 observaron la corteza somatosensorial del raton y
concluyeron que cada vibrisa estd representada individualmente por un campo de
terminacién segregado de axones talamocorticales dispuestos somatotdpicamente que
definen el mapa de la corteza, a dichas estructuras las denominaron barriles (Figura 5).

Propusieron tambien que los barriles son la manifestacion morfologica de las columnas
en las que la corteza somatosensorial primaria del ratdbn se organiza, a su vez

determinaron que cada vibrisa se corresponde con un solo barril en S1 contralateral del

raton.
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Figura 5. Nomenclatura y distribucion de las vibrisas. Las vibrisas emergen de los
foliculos que estdn dispuestos en un patron estereotipico en el hocico del raton, se
encuentra resaltado el foliculo de la vibrisa C2, mientras que del lado derecho
observamos la corteza de somatosensorial primaria (S1), o la corteza de los barriles, la
cual contiene una serie de barriles dispuestos somatotdépicamente, que se disponen en un
patrén casi idéntico a los foliculos de las vibrisas en el hocico. El barril C2 esta resaltado

en amarillo. (Petersen 2007).




La corteza de los barriles (S1) se puede dividir a lo largo de su profundidad en capas

definidas anatdmicamente, desde la capa superficial 1 hasta la capa profunda 6.

Las neuronas talamocorticales ubicadas en los llamados "barreloides” del nucleo ventral
posteromedial del tAlamo (VPM) inervan densamente la capa 4 (con una inervacion mas
escasa de la capa superior 6), (Figura 6). con cada vibrisa representada individualmente
por un campo de terminacion segregado de axones talamocorticales dispuestos
somatotopicamente que definen el mapa del barril cortical (Woolsey & Van der Loos,
1970). Los axones del nicleo VPM excitadores proporcionan la via mas importante para
llevar la informacion sensorial relacionada con los movimientos de las vibrisas

individuales a S1

Los avances en las técnicas electrofisioldgicas y de imagen ayudaron a dilucidar las
funciones de las vibrisas en relacidn con la corteza somatosensorial. La respuesta cortical
mas temprana a la desviacion de un solo bigote surge en la columna de barril relacionada
en el hemisferio contralateral. Si se desvia el bigote en especifico del lado derecho,
entonces comienza el procesamiento sensorial cortical en la columna de barril del

hemisferio izquierdo con una latencia de ~10 ms (Fig. 7).
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Figura 6. Vias talamico-corticales para la sefializacion sensorial de las vibrisas. Las
neuronas en el nicleo ventral posteromedial del talamo (VPM) (rojo), son neuronas
glutamatérgicas y provienen de la actividlad de una sola vibrisa, terminan
predominantemente en la capa 4 y con menor inervacion en la capa 6 de S1. El nicleo
posteromedial del talamo (POM) también estan implicadas en la actividad de los campos
receptivos de las vibrisas, pero no proyectan a la capa 4, donde se encuentran los barriles,

sino que sus proyecciones van a la capa 1 y 5A (verde). Knott y cols. 2002

Estimulo en la vibrisa C2 derecha

Figura 7. Activacion de S1, por la estimulacion de una vibrisa. Una sola y breve

desviacion de la vibrisa C2 provoca una respuesta compleja en la corteza somatosensorial
primaria (S1) impulsada por la actividad en la columna del barril C2. En el tiempo 0 ms,
se entregd una Unica y breve desviacién al bigote C2 derecho. La respuesta provocada se
ilumina con tinte sensible al voltaje en una gran extension de la corteza sensoriomotora
dorsal. La despolarizacion mas temprana se localizé en la columna de barril C2 en el
contralateral S1 (Modificada de Frezou y cols. 2007).




La importancia del estudio de las respuestas somatosensoriales nos ha brindado
conocimiento muy valioso de la neurofisiologia moderna, esto quiere decir, mediante
abordamientos cada vez mas sofisticados, combinando distintas técnicas de inmuno-
histoquimica, optogénetica o clasificacion molecular, teniendo como via principal las
proyecciones talamico corticales, es pertinente resaltar a su vez una estructura
fundamental para los procesos fisioldgicos del sistema somatosensorial, observamos que
las proyecciones taldmico corticales juegan un rol fundamental en la transmisién de
sefiales sindpticas somatosensoriales, pero la médula espinal es el primer relevo para
dichas sefiales, por lo que es inherente asumir que dicha estructura toma un protagonismo
esencial en dichos procesos.

La médula espinal: Morfologia y funcion, del humano al
raton

La médula espinal representa una de las partes mas complejas y a la vez fascinantes del
sistema nervioso central. Sus complejas conexiones, implicaciones fisioldgicas y
fisiopatoldgicas representan un reto para la neurociencia moderna y amerita una mejor

comprension de su naturaleza anatomica y funcional.

La médula espinal es un aspecto integral del sistema nervioso central, morfolégicamente
tiene forma cilindrica y de estructura alargada. Es uno de los contenidos mas importantes
del canal vertebral y se presenta como una extension inferior del tronco encefalico; es
decir, el bulbo raquideo. En el humano la meédula espinal tiene 31 segmentos (8
cervicales, 12 toracicos o dorsales, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coccigeo), cada uno de los
cuales (excepto el primer segmento cervical, que tiene solo una raiz ventral) tiene un par
de raices dorsales y ventrales y un par de nervios espinales. No hay limites definidos
entre los segmentos dentro de la medula, pero las ampliaciones cervicales y lumbares,

que dan lugar a raices nerviosas para brazos y piernas, respectivamente, son claramente




evidentes. Cada raiz dorsal y ventral se une en los agujeros intervertebrales para formar

un nervio espinal. (Afifi Y Bergman, 1998).

En el raton, la médula espinal es delgada, casi cilindrica, con una estructura blanca,
ligeramente aplanada dorsoventralmente. Se extiende desde el extremo caudal del
rombencéfalo en el agujero magno hasta la parte inferior de la columna vertebral. La
parte mas caudal de la medula espinal alcanza el nivel de la sexta vértebra lumbar y la
duramadre espinal se extiende hasta la sequnda vértebra caudal. (Yaksh, 1999). Hay de
25 a 30 vertebras entre el craneo y el extremo caudal del sacro. EI nimero de vertebras
son generalmente, 7 cervicales, 13 torécicas, 6 lumbares, 4 sacras y 28 caudales. (Cook,
1965; Green, 1941;1962). La parte méas distal de la médula espinal se Ilama conus
medullaris. El extremo cénico del conus medullaris contina como un filamento delgado;
el filum terminale, que se compone de tejido fibroso derivado de la pia madre y cubierto
por una continuacion de la aracnoides. El filum terminale, conecta el extremo inferior de
la médula espinal con la columna vertebral, debido a que el extremo distal de la médula
espinal no llega al final de la columna vertebral.

Las similitudes anatomicas y morfoldgicas de las estructuras dseas y funcionales de la

médula espinal entre ambas especies se ilustran en la figura 8.
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Figura 8. Comparacion anatomica y morfologica de la médula espinal en el ratén y
humano. En A estan representados los segmentos vertebrales a la izquierda del ratony la
derecha del humano. B y C corresponden a diagramas de un corte transversal a nivel T1,
en raton y humano, respectivamente

La médula espinal es la parte del sistema nervioso central que conduce la informacion
sensorial desde la periferia hacia el encéfalo y la informacién motora desde el cerebro

hacia el tejido muscular o glandular.

La via que lleva informacion sensorial de la médula espinal a estructuras superiores y
corticales es la via ascendente sensorial, la cual esta conformada por distintos tractos,

todos ellos tienen una estructura de inicio coman, la asta dorsal de la medula espinal.




Los ndcleos de mayor importancia en la asta dorsal de la médula espinal son los nicleos
cuneado y gracil (Franklin and Paxinos, 2008). En el ratdn, el nicleo cuneado recibe
informacion de las extremidades superiores y el nicleo gracil de las extremidades
inferiores, asi como del cuello y hombros; sin embargo, toda la informacion de la cara

proviene de la via trigeminal.

Gran parte del conocimiento logrado hasta ahora con relacion a la intima relacion de la
médula espinal como parte del sistema somatosensorial, se ha logrado gracias a la historia
de la electrofisiologia, que nace con realizar estimulos eléctricos y realizar un correlato

con la funcion de los organismos.

La estimulacion eléctrica: De la electrofisiologia a la
terapéutica

Pocas investigaciones han sido un parteaguas que han despertado la imaginacion o que
han ejercido una influencia tan grande en la historia del estudio de la fisica y la fisiologia,
como los experimentos de Luigi Galvani en el s. XVIII. Galvani explord por primera vez
los efectos de la electricidad en un sistema bioldgico. EI modelo animal que empleo era la
rana, demostrando por primera vez que la estimulacion eléctrica podia inducir
contraccion muscular, y que existe electricidad intrinseca en todos los seres vivos
(Galvani, 1791).

Afos después Fritsch y Hitzig en 1870, demostraron que el movimiento de las
extremidades se producia al estimular la corteza motora del perro, demostrando la

excitabilidad del cerebro.

En 1874, Bartholow realizé la primera documentacién de estimulacion eléctrica del
cerebro de un ser humano despierto. Sin embargo, el primer uso préctico de la
estimulacion eléctrica intraoperatoria fue realizado por Sir Victor Horsley, quien aplicé la
estimulacion del tejido dentro de una encefalocele occipital y observo los movimientos

oculares conjugados en 1884.




Cuando las técnicas estereotaxicas animales fueron introducidas en 1908 por Horsley y
Clarke, introdujeron simultdneamente la estimulacion estereotactica localizada de las

estructuras cerebrales profundas en el humano.

Hassler fue fundamental al sugerir que las observaciones realizadas sobre la estimulacion
en el quiréfano podrian tener algunas implicaciones a largo plazo. Habia sido estudiante
de posgrado de Rudolph Hess en Suiza a fines de la década de 1940, donde la
estimulacion crénica se administraba de forma rutinaria a través de electrodos
implantados permanentemente a gatos despiertos. Reconocieron que, aunque la
estimulacion podria producir efectos reversibles que eran esencialmente los mismos que
la produccién de lesiones en el mismo sitio, cambiar la frecuencia de la estimulacion

podria producir una mejora en lugar de una inhibicion.

Mientras tanto, se habian logrado avances significativos en la comprension de la
percepcion del dolor. El concepto que impulso la introduccion de la neuromodulacion
para el tratamiento del dolor fue la introduccion de la teoria historica de Melzack y Wall
en 1965. Ellos propusieron que la percepcién del dolor involucra una compuerta que
puede abrirse o cerrarse dependiendo del equilibrio entre el disparo de pequefas y
grandes fibras neurales. Si se estimularan las fibras tactiles grandes, la puerta se cerraria y
el dolor disminuiria. La sensacion tactil transmitida por los grandes nervios también se
podia simular aplicando una estimulacion eléctrica suave a los electrodos adheridos a la

piel, la llamada estimulacién transcutanea fue reinventada.




La estimulacion eléctrica de la médula espinal

En 1967, Norman Shealy, en la Escuela de Medicina de Western, tuvo la idea de
estimular las fibras nerviosas grandes donde estaban reunidas de manera Gnica en las
columnas dorsales de la médula espinal. El teorizd que el impulso viajaria retrogrado por
la médula espinal a aquellos niveles en los que estaba entrando la sensacién de dolor y la
compuerta en la zona de entrada de la raiz dorsal estaria cerrada para aliviar el
dolor. Junto a Thomas Mortimer, disefiaron un estimulador implantable. ElI primer
modelo requeria una fuente de alimentacion externa conectada por agujas que se pasaban
a través de la piel.

Los primeros estimuladores de la médula espinal fueron modificaciones de dispositivos
utilizados para la estimulacion cardiovascular, disefiados por Medtronic afios antes, con
electrodos de platino. Pacientes de Shealy, usaron este estimulador y tuvieron alivio del
dolor cronico durante 4 afios. Este dispositivo estuvo disponible comercialmente a través
de Medtronic en 1968.

Los primeros estimuladores venian en dos partes. La parte implantable era pasiva y
consistia en un electrodo conectado a una antena enrollada circular implantada
subcutaneamente. La parte externa tenia una fuente de alimentacion que funcionaba con
baterias y una caja de control conectada a una antena externa similar pegada con cinta
adhesiva en la piel que cubria la antena interna. En 1981, la tecnologia de las baterias
habia mejorado hasta el punto en que Medtronic pudo proporcionar un estimulador de la

médula espinal completamente implantable.

En 1971, Gildenberg obtuvo estimuladores modificados para proporcionar frecuencias de
800 a 1200 Hz, que fueron utiles para el tratamiento de la torticolis espasmddica, el

primer uso de estimuladores implantados para un trastorno motor.




Aunque la estimulacién de la médula espinal se usé principalmente para el dolor, en
1976, tanto Cook como Dooley reconocieron una mejoria en la espasticidad en pacientes
con esclerosis maltiple, a los que se les habia implantado estimuladores para el dolor del
espasmo muscular. Ademaés, Dooley reconocio un aumento en el flujo sanguineo a las
extremidades de los pacientes sometidos a estimulacion de la meédula espinal para el

tratamiento del dolor, una observacion que seria significativa dos décadas después.

En 1985, Augustinsson observo que los pacientes que tenian estimulacion de la médula
espinal para el dolor de la enfermedad vascular periférica no solo tenian alivio del dolor,
sino que a menudo tenian una mejoria en la circulacion y una mejoria en los signos de
isquemia, una observacion gque se remonta a la de Dooley. En 1987, Murphy informé un
alivio similar del dolor en la angina. Sin embargo, existia la preocupacion de que el alivio
del dolor pudiera hacer posible que el paciente se esforzara més alla de la capacidad
circulatoria del miocardio y aumentara el riesgo de enfermedad arterial coronaria. En
1996, Hautvast documento que la perfusién miocardica aumentaba con la estimulacion de
la médula espinal, lo que consecuentemente brindaba una proteccion considerable contra

la isquemia.

Sin embargo, existe la necesidad de estudiar los efectos de la estimulacion eléctrica, sin el
hecho tan invasivo de recurrir a una cirugia. Asi nace una alternativa a la estimulacion
eléctrica directa de estructuras tan vitales como el encéfalo o la médula espinal, la
estimulacion eléctrica no invasiva, la cual evita al sujeto de cualquier procedimiento
quirdrgico, ya que estas técnicas no son invasivas y no implican un riesgo al paciente
tratado. Es asi como en los dltimos afios la estimulacion eléctrica transcutanea ha tomado
gran importancia en la terapéutica, pero a su vez nos ayuda a dilucidar los fenémenos

neurofisioldgicos que de ella subyacen




L_a estimulacion eléctrica no invasiva.

El desarrollo de las técnicas no invasivas de estimulacion del cerebro nacieron desde el
cuestionamiento, si se podrian obtener logros similares a aquellos alcanzados con
técnicas invasivas, como la terapia electroconvulsiva o la estimulacion profunda cortical,
en patologias como depresion o Parkinson, sin la necesidad de una cirugia tan invasiva

del cerebro.

La estimulacion transcraneal con corriente directa (EET), se remonta a la década de 1960,
con los trabajos de Costain, el cuél utilizd pequefios electrodos en la superficie de la
cabeza de pacientes con trastornos depresivos, y en 1967 Lifshitz utiliz6 dicha
estimulacion como tratamiento de pacientes esquizofrénicos, ambos obtuvieron

resultados prometedores como una gran alternativa para la estimulacién invasiva.

La estimulacion cerebral no invasiva, involucra la aplicacion de pequefias corrientes en la
superficie del craneo. Diversos tipos de estimulacion eléctrica transcraneal se han
utilizado para influenciar el comportamiento humano, incluyendo tanto la estimulacién

con corriente directa y la estimulacion con corriente alterna

En los ultimos 30 afios, la estimulacién cerebral no invasiva (ECNI), ha sido uno de los
métodos mayormente utilizados, para dilucidar el rol de cierta area cortical, ya sea
cognitivo, sensorial, motor, perceptual o cognitivo. La ECNI produce efectos de tipo
neuroplasticos en la corteza humana, lo que lleva a la modificacion dependiente de la

actividad de la transmision sinéptica (Kadosh, 2014)




Estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria

La estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria (EETRA) es una forma especifica
de estimulacion eléctrica transcraneal, que es en si, uno de los tipos de estimulacion

eléctrica no invasiva.

Diversos estudios han demostrado que la EETRA tiene una mayor influencia
neuromoduladora en comparacién con otros métodos de EET, lo que se refleja en efectos
posteriores neurofisiologicos y conductuales mas grandes (Inukai et al., 2016; Moliadze
et al., 2014; Prete et al., 2018), lo que hace que es un método prometedor para mejorar el
comportamiento humano. La EETRA también se ve menos afectado por el plegamiento
cortical, lo que reduce la variabilidad en los resultados debido a las diferencias

anatomicas entre los participantes.

La EETRA también permite la estimulacion de una mayor poblacién de neuronas (tanto
excitatorias como inhibitorias). Por ejemplo, con la Estimulacion eléctrica transcraneal
con corriente directa (EETCD), las corrientes de corriente continla tangenciales
aplicadas a un arbol dendritico simétrico se cancelaran entre si en la colina del axén,
mientras que con EETRA la célula se despolarizaria independientemente de la

orientacion del flujo de corriente (Terney et al., 2008).

La EETRA implica la aplicacion de corrientes alternas en una combinacién de
frecuencias, entre 0,1 y 100 Hz para estimulacion de "baja" frecuencia, y entre 101 Hz y
640 Hz para estimulacion de "alta" frecuencia. La division arbitraria de frecuencias
"bajas” y "altas" se basa en uno de los primeros articulos de EETRA (Terney et al.,
2008). Estos niveles de corriente aleatorios se distribuyen normalmente (Figura 10) y dan

como resultado un ruido blanco gaussiano de media cero.
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Figura 9. Estimulacion Eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria. En A observamos un
montaje clasico de electrodos para la Estimulacion Eléctrica Transcraneal Ruidosa
Aleatoria (EETRA), y la fuerza del campo eléctrico modelado (normE), en la corteza
visual y en B se observa la generacidn de una corriente aleatoria para cada muestra. Los
nameros aleatorios provienen de una distribucion normal y la corriente promedio es 0, la
corriente varia de entre ImA a -1mA. El histograma en la parte inferior muestra la

distribucion con un promedio de 0 (Modificado de van der Groen, 2022).

Precisamente Terney y cols., en 2008, demostraron el efecto de la EETRA aplicando
dicha estimulacion en el cuero cabelludo de personas sanas, colocando los electrodos de
estimulacion a nivel de la corteza motora primaria (M1). Los resultados mostraron un

incremento significativo en la excitabilidad de M1 (Figura 11).
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Figura 10. El efecto de la estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria en la
corteza motora primaria. En A, se observa la preparacion experimental que consistio en
el registro del potencial provocado motor del primer musculo interéseo dorsal de la
mano, seguido de la estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria durante un
periodo de 10 minutos aplicada sobre el cuero cabelludo. En B, observamos el efecto de
la estimulacion eléctrica transcraneal aleatoria (EETRA) a lo largo del tiempo, notando
un aumento significativo con la EETRA de alta frecuencia en la amplitud del potencial
provocado motor (Modificado de Terney et al. 2008).

Ademas, Van der Groen y Wenderoth, en 2016, observaron el efecto de EETRA, pero en
la corteza visual primaria del humano, demostrando asi que dicha estimulacién es capaz
de aumentar la excitabilidad también a nivel sensorial, aumentando asi la precision de

deteccion de estimulos visuales subumbrales (Figura 12).
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Figura 11. Efecto de la Estimulacion Eléctrica Transcraneal Ruidosa Aleatoria en la
precision de estimulos visuales. A. Muestra la representacion de la deteccién visual de
los experimentos, asi como la EETRA en la corteza visual primaria. B. muestra los datos
representativos de sujetos individuales, donde observamos un aumento en la deteccion,
reflejado en el porcentaje de respuestas correctas en presencia de ruido y EETRA. Dicho
efecto se observa cuando el estimulo aplicado a discriminar es subumbral (gréficas del
panel superior, linea naranja), pero no para las respuestas producidas por un estimulo

supraumbral (graficas del panel inferior, linea azul) (Modificado de Van der Groen y
Wenderoth, 2016).




La estimulacidn eléctrica no invasiva de la médula espinal

La estimulacion espinal eléctrica, a través de electrodos implantados en el espacio
epidural, se ha utilizado para el tratamiento del dolor crénico complejo en virtud de su
supuesto efecto neuromodulador sobre los aferentes nociceptivos que entran en el asta
dorsal de la médula espinal (Gildenberg, 2009; Shealy et al. 1967). Sin embargo, también
se ha estudiado el efecto de la estimulacion espinal en los trastornos motores que cursan
con patologias y lesiones, como la esclerosis multiple (Cook, 1976) y la lesion espinal
(Angeli et. Al 2014; Harkema et al. 2011). Tanto los estudios preclinicos, como los
humanos, han concluido que la estimulacién epidural espinal desencadena patrones de
actividad muscular ritmica alternantes (Wenger et al. 2014). Ademas, estos estudios
informaron un aumento en la amplitud de los movimientos voluntarios en las
extremidades paralizadas y una reduccion de la espasticidad entre los pacientes con lesién
medular incompleta. (Dimitrijevic et al. 1986; Minassian et al. 2012). La activacion de la
actividad motora por debajo de la lesion motora completa o incompleta de la médula
espinal puede estar relacionada con una mayor excitabilidad del grupo motor mediada por
varios mecanismos neuromoduladores (McKay-Lyons et al. 2002), que incluyen, una
mayor entrada espinal y supra espinal residual a los grupos de motoneuronas (Taccola et
al. 2018).

A nivel espinal, la estimulacion espinal transcutdnea aumenta la actividad refleja espinal
similar a la que se obtiene con la estimulacion epidural (Minnassian et al. 2007). La
actividad del reflejo de tipo Hoffmann evocado (reflejo H), puede resultar de la
activacion de aferentes propioceptivos dentro de las raices dorsales. Dichos resultados se

muestran en la figura 9.

Danner et al. 2011 y Ladenbauer et al. 2010 han propuesto resultados que apoyan la
teoria de que la estimulacion espinal no invasiva también puede provocar actividad

motriz al facilitar las vias motoras espinales y supra espinales residuales.




Teniendo en cuenta estos estudios, la activacion de los grupos motores a traves de la
activacion de las raices dorsales o las interneuronas, en personas con lesion de la médula
espinal, podria reducir su umbral de activacién por la entrada supra espinal residual
(Taccola et al. 2018).
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Figura 12. Efecto inmediato de la estimulacion transcutanea de la médula espinal
sobre la excitabilidad corticoespinal y el reflejo6 H. Se muestran los cambios
fisiolégicos tras la estimulacién transcutdnea de la médula espinal a nivel T12/L1, en
sujetos sanos con corriente directa a 300Hz de frecuencia durante 300ms. Los resultados
muestran en A, un aumento en la excitabilidad de los musculos Tibial Anterior (TA),
Soleo (SOL) y Vasto Medial, tras la estimulacion periférica de los nervios de dichos
musculos. En B, se ilustra un reflejo H en el musculo Séleo significativamente
incrementado (Modificado de Al’joboori et al. 2021).




La posibilidad de activar redes neuronales dentro de la médula espinal, por medio de un
método de estimulacién no invasivo abre una ventana terapéutica para el tratamiento de

trastornos motores posteriores a una lesion de la médula espinal.

La estimulacion transcutdnea de la médula espinal (ETME) aplicada sola o en
combinacion con programas de rehabilitacion basados en actividades para mejorar la
funcion motora de personas con lesion cronica de la médula espinal se ha estudiado
durante los Gltimos 10 afios. Recientemente, ha recibido considerable atencion cientifica,
clinica y mediatica. Inanici y colaboradores, recientemente, en 2021, publicaron el efecto
de la estimulacion transcutanea de la médula espinal para el restablecimiento de la
funcion de la mano y el brazo en pacientes que tuvieron una lesién espinal. Estos autores
demostraron el efecto terapéutico de la ETME en combinacion con entrenamiento y

rehabilitacion. Dichos resultados se muestran en la figura 10.

En resumen, se ha demostrado ampliamente el efecto de la ETME sobre la corteza
motora, tanto en pacientes sanos, como en pacientes con lesion de la médula espinal; sin
embargo, existen pocos estudios acerca del efecto de la ETME sobre otras areas

corticales intimamente relacionadas como la corteza somatosensorial primaria.
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Figura 13. Efecto de la estimulacidon transcutdnea de la médula espinal sobre la
funcion de la mano en pacientes con lesion espinal. Se muestran los resultados para los
6 participantes con lesion de médula espinal y parélisis de la mano, los cuales mejoraron
la funcion de la mano tras la estimulacion transcutanea de la médula espinal y el
entrenamiento. Las pruebas realizadas fueron la fuerza de pellizco (A), fuerza de la mano
(B) y fuerza de sujecién (C), mostrando una mejoria significativa con una p<0.001. En
D, E y F, podemos observar que el entrenamiento solo produce una mejoria, pero la
adicion de la Estimulacién transcutanea de la médula espinal (ETME), produce una
mejoria significativa en la funcion de la mano en los pacientes con una p<0.0045, y ésta

se mantiene a lo largo de los dias (Modificado de Inanici y cols., 2021)




CAPITULO 2
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A lo largo de la historia de la electrofisiologia moderna la estimulacion eléctrica del SNC
ha representado uno de los principales acercamientos para la comprension de los procesos
fisioldgicos, asi como fisiopatoldgicos que ocurren a nivel central. Ello ha representado
un avance significativo en la terapéutica de diversas patologias, como lo son dolor
cronico, trastornos psiquiatricos y enfermedades neurodegenerativas (Cerletti y Bini,
1938), (Shealy, 1968), (Costein, 1964) (Lifshitz, 1968).

Por otro lado, la estimulacion eléctrica requeria principalmente una cirugia invasiva en
los pacientes, y esto representa un alto riesgo en los sujetos a tratar. Fue asi, que el uso de
la estimulacion eléctrica pudo orientarse hacia limites de mayor seguridad como lo es la

estimulacion eléctrica no invasiva.

La estimulacion eléctrica transcraneal, la cual es un tipo de estimulacion eléctrica no
invasiva, ha demostrado producir un incremento significativo en la excitabilidad
neuronal. Es asi como Terney y cols., en 2008, demostraron este efecto a nivel de la
corteza motora, utilizando estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria.
Demostraron que este tipo de estimulacion a nivel cortical es altamente eficaz para

aumentar la respuesta motora en SUjGtOS Sanos.

Asimismo, Wenderoth y cols. En 2016, observaron este efecto aumentativo en una
modalidad sensorial; especificamente, la corteza visual, aumentando la precision en la

deteccidén de estimulos visuales.




La estimulacion ruidosa aleatoria de alta frecuencia ha demostrado dicho efecto
aumentativo incluso a un nivel celular (Remedios y cols. 2019), lo cual resulta

prometedor para provocar un aumento en la excitabilidad cortical.

Los trabajos arriba mencionados muestran que la EERA de alta frecuencia puede
incrementar la excitabilidad en el sistema motriz, mejorar la discriminacién visual, o
potenciar la amplitud de las corrientes ionicas en neuronas piramidales. Sin embargo, no
se conocen los efectos de dicha EERA sobre la excitabilidad en el sistema

somatosensorial.

Por lo anterior, el proposito del presente estudio es caracterizar el efecto de la
estimulacion eléctrica ruidosa aleatoria de alta frecuencia en la actividad eléctrica de la
corteza somatosensorial, y en su respuesta a estimulos mecanicos de las vibrisas en
ratones C57bl/6.




CAPITULO 3

HIPOTESIS

La estimulacion eléctrica ruidosa aleatoria de alta frecuencia aplicada de forma
transcutanea en la médula espinal produce un aumento significativo en la excitabilidad

eléctrica de la corteza somatosensorial primaria del ratén.




CAPITULO 4

OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar el efecto aumentativo de la estimulacion eléctrica transcutanea de la médula
espinal en la corteza somatosensorial primaria del ratén, cuantificando la actividad
eléctrica espontanea de la corteza de los barriles y la respuesta cortical provocada por la

protraccion mecanica de las vibrisas.

Objetivos especificos

Registrar la actividad espontanea de la corteza somatosensorial primaria de ratones
C57bl/6 y obtener espectros de potencia de dicha actividad. Ejecutar el protocolo de
estimulacion eléctrica ruidosa transcutanea de la médula espinal y obtener el registro de
la actividad espontanea posterior al protocolo de estimulacion, para la obtencion de datos

que se someteran al analisis.

Registrar potenciales provocados de la corteza somatosensorial producidos por una
retraccion mecanica de las vibrisas. Ejecutar el protocolo de estimulacion eléctrica
transcutanea de la médula espinal y obtener potenciales provocados, posterior al

protocolo de estimulacién, para la obtencion de datos que se someteran al analisis.

Examinar el posible efecto de la estimulacion eléctrica transcutdnea de la médula espinal
sobre la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales. Realizar mediciones
de amplitud y aplicar las pruebas estadisticas correspondientes para revelar si existen

cambios significativos debido a dicha estimulacion eléctrica espinal.




CAPITULO5

METODOLOGIA

Seleccion de la muestra

Ratones adultos, de la cepa C57bl/6 machos de 30 a 40 gr de peso. La muestra de los
ratones fue seleccionada de manera no probabilistica y en funcion de los criterios de
seleccion de las wunidades experimentales. Los sujetos experimentales fueron
proporcionados por el bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla.

Aclaraciones bioéticas

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para
el cuidado y uso de animales de laboratorio: Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999), asi como
los codigos bioéticos vigentes para la experimentacion con animales: las guias para el
cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud de los
Estados Unidos de Norteamérica (Guide For the Care and Use of Laboratory Animals,
1985) y el Comité Directivo de la Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986
(86/609/EEC), de la Guia de los Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (85-23, revisada en 1985). Asimismo, todos los protocolos y
procedimientos fueron aceptados por el comité de bioética de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (CICUAL-Proyecto-00214).




Técnicas y procedimientos

Cirugia estereotaxica

Realizamos experimentos en 14 ratones de la cepa C57bl/6 (35 + 3 gramos), a los cuales
registramos la actividad espontdnea de la corteza somatosensorial y los potenciales
provocados somatosensoriales (PPs) producidos por la estimulacion mecénica de las
vibrisas del labio superior derecho de los animales anestesiados. Los animales se
obtuvieron del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla, dénde se mantuvieron en cuartos con luz y temperatura controlada (luz encendida
a las 6a.m. y apagada a las 6 p.m.) y libre acceso a comida y agua

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina, Xilacina y Acepromacina
en una dosis de 100 mg/kg, 15mg/kg y 2 mg/kg, respectivamente. Esta mezcla fue
administrada por medio de una inyeccion intraperitoneal con una jeringa ultrafina de
émm (Figura 14). El nivel de anestesia fue mantenido por medio de inyecciones
suplementarias periddicas durante la cirugia (intervalos de entre 60-90min), asi como

durante la ejecucion del protocolo de estimulacion y registro.

La temperatura de los animales se mantuvo a 37°C, por medio de una lampara de calor
radiante durante todo el experimento, asimismo se administro cloranfenicol 5mg/g en los

o0jos de los sujetos experimentales para evitar resequedad.




Los sujetos experimentales, una vez anestesiados fueron sometidos a una traqueotomia,
previo a realizar la incision sagital en el cuello fue aplicada lidocaina tépica y el area fue
desinfectada con yodopovidona. Se disecciono el area traqueal con un par de pinzas finas,
y posteriormente, con micro-tijeras para cirugia se realizdé un corte a nivel del tercer
anillo traqueal, para la colocacién de la sonda traqueal que se conect6 a un respirador
(Ugo Basile Instruments, Mouse Ventilator), el cual proveia al raton de un volumen tidal

de aire de x y se ajusto la frecuencia respiratoria a 30rpm. (Figura 14)

Figura 14. Anestesia y traqueotomia de los sujetos experimentales. A la izquierda
observamos el sitio de inyeccion de la anestesia via intraperitoneal, y a la derecha se
esquematiza al sujeto experimental conectado al respirador Ugo Basile, posterior a la

tragqueotomia.




Una vez anestesiado y conectado al respirador, el animal fue colocado en un aparato
estereotdxico, a su vez fueron colocados electrodos de registro en las extremidades
anteriores y la derecha posterior, para el monitoreo constante de la actividad cardiaca.

(Figura 15-A)

Figura 15. Montaje del sujeto experimental en el aparato estereotaxico. En A
observamos el montaje del animal fijo de la cabeza con los electrodos de registro
cardiacos y el electrodo de registro cortical, en B, observamos un acercamiento al corte y

trépano realizados, asi como la colocacion del electrodo de registro cortical




Se desinfectd la zona de la cabeza del animal utilizando yodopovidona y se aplico
lidocaina topica sobre la piel de la cabeza del animal antes de realizar la incision sagital

gue tenia por objeto exponer el craneo.

Con el craneo expuesto, se siguieron las coordenadas de ubicacion (Paxinos, 2008) y se
realizo un trépano de ~3 mm de diametro en la boveda craneal con un micro-taladro de
baja velocidad, con el fin de exponer la corteza somatosensorial de barriles (contralateral

al sitio de estimulacion de las vibrisas). (Figura 15-B)

El nivel de anestesia se monitored durante toda la cirugia, verificando la ausencia de
reflejo de retirada, y observando continuamente el color de las mucosas. Al término del
experimento, se realizo la eutanasia de los ratones con una sobredosis de pentobarbital
sodico.

Estimulacion mecanica de las vibrisas

La estimulacion mecanica de todo el grupo de vibrisas del labio superior del lado derecho
de cada animal permitio el registro de los potenciales provocados somatosensoriales en la
corteza de barriles contralateral. La estimulacién consistio en la proteccion de las vibrisas
con un pulso de duracion de 5 ms a 1 Hz de frecuencia, de 0 a 3 mN, los cuales aplicamos
mediante un estimulador-transductor mecanico tipo Chubbuck. Es importante sefialar
que, el estimulo de protraccion se ajustod para producir un PPS, en la corteza de barriles

izquierda del 30% con respecto al maximo PPS (100%) que registramos.




Meétodo de registro

Obtuvimos todos los registros de los PPS con electrodos de plata clorurada de 200 um de
diametro, colocados en la corteza de los barriles y sobre los musculos de la cabeza. La

localizacidn aproximada de los electrodos se muestra en la figura 16.

Obtuvimos registros de los PPS en la region de la corteza de barriles donde el promedio
de los PPs, exhibio su maxima amplitud. Dichos PPs se obtuvieron con amplificadores
Astromed-Grass P511 con un filtro pasa bandas de 0.05-30Hz. Posteriormente, se
digitalizaron con el sistema Digitada 1440A (Molecular Devices, Axon Instruments), con

una frecuencia de muestreo de 50 kHz.

Figura 16. Representacion estereotaxica de la colocacién del electrodo para el
registro de los potenciales provocados somatosensoriales. El punto verde indica la
colocacion del electrodo de registro. El area somatosensorial primaria se encuentra

resaltada sin transparencia en la imagen (Allen Mouse Brain Atlas)




Estimulacion eléctrica transcutanea espinal

El protocolo de estimulacion transcutanea de la médula espinal consistio en estimulacion

eléctrica ruidosa de alta frecuencia (101-640Hz), con un estimulador eléctrico
(NeuroCONN DC-Stimulator plus). La corriente de estimulacion fue de 1mA y los
electrodos de estimulacion fueron colocados sobre la piel del sujeto experimental a nivel
de las vértebras T13-L1, con el catodo colocado de manera rostral, y el &nodo en la
porcion caudal. La duracion de la estimulacion fue de 10 minutos (Figura 17)

Amplitud (V)

Figura 17. Montaje del protocolo experimental. Una vez montado el raton en el
aparato estereotaxico, realizamos el registro de la actividad cortical, previo y posterior a
la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia. En B, se muestra la colocacion de los
electrodos de estimulacion los cuales se colocaron de forma transcutanea a nivel de las
vértebras T13-L1.
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Analisis de datos

Para el registro de la actividad espontanea de la corteza somatosensorial.

Obtuvimos la actividad espontanea de la corteza somatosensorial al registrar con un
electrodo de plata clorurada, y realizamos los espectros de potencia obtenidos a partir de
dicha actividad.

Posteriormente, obtuvimos 60 minutos de registro para la condicion control previa al
protocolo de estimulacion transcutanea de la médula espinal, y hasta 200 minutos

posteriores al protocolo de estimulacion
Para el registro de los potenciales provocados somatosensoriales.

Obtuvimos potenciales provocados somatosensoriales producidos por diferentes niveles
de intensidad de estimulacion mecanica de las vibrisas. Asimismo, obtuvimos curvas
entrada-salida, con el objetivo de determinar la intensidad de estimulacion que nos
produjera PPSs del 30% con respecto a la maxima amplitud de dichos potenciales. La
grafica de la figura 20, muestra una curva entrada-salida para la maxima amplitud de los

PPSs y seiiala la intensidad utilizada.

Posteriormente, obtuvimos 40 potenciales provocados somatosensoriales en la condicion
control, previo al protocolo de estimulacion transcutanea de la médula espinal, y hasta
200 PPSs posteriores al protocolo de estimulacion a lo largo de 3 horas.




Analisis estadistico

Para el registro de la actividad somatosensorial

Para probar la existencia de alguna diferencia significativa entre el registro de la
actividad espontanea producido por la estimulacién eléctrica ruidosa de alta frecuencia
transcutanea de la médula espinal, consideramos el area bajo la curva de los espectros de

potencia, obtenidos a partir del registro de la corteza somatosensorial.

Por lo cual, definimos la condicion control, como los registros obtenidos previo al
protocolo de estimulacion, y definimos intervalos de tiempo posteriores de 0-10 minutos,
11-30 minutos, 31-50 minutos, de 51-70 minutos, de 71-100 minutos, de 101-150
minutos, de 151-200 minutos y de méas de 200 minutos segln el caso. Ello nos permiti6
comparar las condiciones control vs cada una de las condiciones de tiempo. Para
examinar dicha diferencia estadistica realizamos una ANOVAL, bajo la hipétesis nula de
que las medias no eran diferentes entre si. Debido a que realizamos las comparaciones
contra un grupo control, usamos la Prueba de Dunnet para analizar las diferencias. En
todos los sujetos experimentales, los resultaron se consideraron significativos si P < 0.01.

Para el registro de los potenciales provocados somatosensoriales.

Para demostrar alguna diferencia estadistica en los PPSs, consideramos los 40 PPSs
previos al protocolo de estimulacion como la condicion control y los 200 PPs distribuidos
en los intervalos de tiempo de 0-10 minutos, 11-30 minutos, 31-50 minutos, de 51-70
minutos, de 71-100 minutos, de 101-150 minutos, de 151-200 minutos como la condicion
a comparar. Para examinar dicha diferencia estadistica realizamos una ANOVAL, bajo la
hipétesis nula de que las medias no eran diferentes entre si. Debido a que realizamos las
comparaciones contra un grupo control usamos la prueba de Dunnet para analizar las
diferencias. En todos los sujetos experimentales se consideraron que los cambios fueron

significativos si P < 0.01.




CAPITULO 6

RESULTADOS

Efecto de la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia
transcutanea de la médula espinal en la actividad
espontanea de la corteza somatosensorial primaria

Realizamos experimentos en 9 ratones C57bl/6, que cumplieron los criterios de inclusion
para nuestro protocolo experimental. De los cuales se registrd la actividad espontanea de
la corteza somatosensorial previo y posterior al protocolo de estimulacion eléctrica
ruidosa de alta frecuencia transcutanea de la médula espinal. Se analizaron los espectros
de potencia de la actividad espontanea previo y posterior al protocolo de estimulacion.
(Figura 18).

El valor de area obtenido se normaliz6. Asimismo, se compararon los espectros de
potencia previo y posterior al estimulo. Dichas comparaciones pueden observarse en la
figura 19.

En cada uno de los experimentos realizados notamos un aumento evidente en la actividad
espontanea cortical somatosensorial de los sujetos experimentales, sugiriendo asi un
aumento en la excitabilidad neuronal basal como consecuencia del protocolo de

estimulacién transcutanea de la médula espinal
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Figura 18. Registro y procesamiento de la actividad espontanea de la corteza
somatosensorial. Se muestran dos registros representativos de un sujeto experimental. El
registro y espectro de potencia superior corresponde a la actividad espontanea previa a la
estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia transcutanea de la médula espinal. Los
trazos inferiores (azul), muestran la actividad y el espectro de potencia 45 min posterior
al protocolo de estimulacion transcutanea de la médula espinal. No6tese un claro aumento

en la actividad esponténea.
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Figura 19. Actividad espontanea previa y posterior al protocolo de estimulacion
transcutanea de la médula espinal. Se muestra el conjunto de curvas representando el
area bajo la curva de los espectros de potencia obtenidos del registro electrofisiologico
previo y posterior a la estimulacién. Nétese un gran aumento en la actividad espontanea
de la corteza somatosensorial primaria. Dicho aumento se mantiene para todos los

experimentos (7/7) hasta por 3 horas y media.




Una inspeccion de la figura 19, permite destacar que, aunque hay diferentes perfiles de
respuesta en la actividad espontanea cortical somatosensorial posterior a la EERAF
transcutanea de la médula espinal, en todos los casos se encontré que la EERAF produjo
un incremento sistematico en la actividad espontanea. Ello es consistente con las figuras
previamente mostradas.

Para la comparacion de los datos de la actividad espontanea cortical somatosensorial se
realiz6 un andlisis estadistico ANOVA 1




Efecto de la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia
transcutanea de la médula espinal sobre los potenciales
provocados de la corteza somatosensorial

Para cada experimento, previo al protocolo de registro de potenciales provocados
somatosensoriales y al protocolo de estimulacion transcutanea de la médula espinal se
eligio el nivel de estimulacion que provocara un potencial cuya amplitud representara el
30% de la amplitud méxima lograda al retraer las vibrisas mecanicamente. Para esto, se

construyeron las curvas entrada-salida a partir de dichas amplitudes (Figura 20).
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Figura 20. Curva entrada-salida de Potenciales Provocados Somatosensoriales.
Gréfico de la amplitud del potencial provocado en funcion de la fuerza del estimulo

mecanico aplicado en las vibrisas del raton. Antes de iniciar el registro de los potenciales




provocados Yy el protocolo de estimulacidn, se selecciond el nivel que fuera capaz de

provocar el 30% de la respuesta.

La figura 21, muestra trazos tipicos de los promedios de los potenciales provocados
registrados en la corteza somatosensorial primaria, previo a la estimulacion transcutanea
de la médula espinal para un sujeto experimental. La figura 22, muestra una comparacion
de los potenciales provocados previo y posterior al protocolo de estimulacién

transcutanea de la médula espinal.
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Figura 21. Potenciales provocados somatosensoriales. Trazos tipicos de los potenciales
provocados registrados en la corteza de los barriles del raton C57bl/6. Cada trazo
representa el promedio de los potenciales provocados después de 60 ejecuciones del

protocolo de estimulacién mecéanica de las vibrisas
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Figura 22. Comparacion de los potenciales provocados somatosensoriales previo y
posterior a la estimulacion transcutanea de la médula espinal. De izquierda a derecha
se observan las condiciones previa y posterior al protocolo de estimulacion eléctrica
ruidosa de alta frecuencia aplicada de forma transcutanea en la médula espinal del raton
C57bl/6. Nétese que la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales es méas
amplia posterior al protocolo de estimulacion transcutanea de la médula espinal. Esto fue
observado en los 6 animales registrados con esta técnica.
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Calculamos la amplitud pico a pico de los potenciales provocados somatosensoriales para
cada una de las variables, previay posterior a la estimulacién eléctrica transcutanea de la
médula espinal. Dichos valores individuales de los promedios estan representados en la
figura 23. NOtese un aumento evidente posterior al protocolo de estimulacion
transcutanea de la médula espinal, y que dicho efecto se mantiene a lo largo del tiempo.

Figura 23. Representacion de la amplitud promedio de los potenciales provocados
somatosensoriales previo y posterior a la estimulacién transcutanea de la médula
espinal. Cinco graficos que corresponden a los cinco ratones C57bl/6, la primera caja de

izquierda a derecha, de cada uno de los graficos representa los promedios de los
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potenciales provocados previo a la estimulacion, cada punto color gris, representa un
promedio de 60 potenciales provocados generados por la proteccion de las vibrisas, la
linea color rojo en cada una de las cajas representa la media aritmética de los potenciales
provocados. Noétese un aumento en la amplitud en cada una de las condiciones
experimentales y que dicho incremento se mantiene a lo largo del tiempo.




Con el objetivo de examinar la significancia estadistica de los efectos de la estimulacién
eléctrica transcutanea de la médula espinal sobre los potenciales provocados
somatosensoriales, en los 5 sujetos experimentales, realizamos la prueba estadistica
ANOVA 1 de un solo factor. Comparamos la amplitud media de los potenciales
provocados somatosensoriales, para las distintas condiciones. Los resultados se pueden
observar en las tablas x. Para todos los casos a evaluar, se utilizé un o = 0.01, asi nuestra
prueba estadistica fue mas robusta.

Medias Media
Media Factor N (nV) Desv.Est. ICde 95%
Factor N (V) Desv.Est. ICde 99% Pre-Estim 40 65.00 782 (62.32,67.69)
Pre-Estim 20 44.45 10.13 (36.53,52.38) 1-10min 10 98.06 7.69 (92.69, 103.43)
1-10min 11 57.25 8.01 (47.12,67.39) 11-30min 20 96.73 6.75 (92.93, 100.53)
11-30min 22 68.99 12.51 (61.83, 76.16) 31-50min 20 10236 7.16 (98.56, 106.15)
31-50min 19 69.45 12.59 (61.74,77.17) 51-70min 20 105.21 9.95 (101.42, 109.01)
51-120min 11 81.40 1943 (71.26,91.53) 71-100min 29 111.78 9.15 (108.63, 114.94)
101-120min 10 119.22 13.38 (113.55, 124.88)
Desv.Est. agrupada
Desv.Est. agrupada = 12.7228 = 859252
Media Media
Factor N  (uV) Desv.Est. ICde95% Factor N  (uV) Desv.Est. ICde 95%
Pre-Stim 41 20.188 3.444 (19.138, 21.239) Pre-Estim 40 28928 4737 (26.505, 31.351)
1-10min 11 23.180 2.847 (21.152, 25.207) 1-10min 11 31.86 3.69 (27.24,36.48)
11-30min 20 25.285 3.744 (23.781, 26.789) 11-30min 18 38.12 1143 (34.51,41.73)
31-50min 20 29.287 3.023 (27.783, 30.791) 31-50min 21 37.01 8.77 (33.67,40.36)
51-70min 20 29.843 3.418 (28.339, 31.346) 51-70min 21 38.97 587 (35.63,42.32)
71-120min 30 27.968 3.501 (26.740, 29.195) 71-120min 30 39.18 9.55 (36.38,41.98)
Desv.Est. agrupada
Desv.Est. agrupada = 3.40098 = 7.74838
Media
Factor N (nV) Desv.Est. ICde 95%
Pre-Estim 26  46.35 13.19 (39.78, 52.91)
1-10min 10 65.28 7.66 (54.69, 75.86)
11-30min 20 7245 24.13 (64.96, 79.93)
31-50min 20 62.20 8.65 (54.71, 69.68)
51-70min 21 78.28 19.08 (70.97, 85.59)
71-120min 27  92.03 18.70 (85.58,98.47)
Desv.Est. agrupada = 16.9063 Tabla 1. Agrupacién de medias de los potenciales provocados

somatosensoriales. Se muestran las medias de los potenciales provocados somatosensoriales
para cada una de las condiciones previay posterior a la estimulacion transcutanea de la médula
espinal




Con los datos obtenidos de la ANOVA 1, realizamos una prueba post-hoc, para
comparacion vs una condicion control (Prueba de Dunnet). Nuestra medicion control
fueron las amplitudes promedio de los potenciales provocados somatosensoriales
registrados. Dicha prueba mostro diferencias significativas entre la condicion previa a la
estimulacion y posterior a la estimulacion transcutdnea de la médula espinal. Esta
significancia estadistica se mantenia a lo largo del tiempo y hasta por dos horas posterior

al protocolo de estimulacion. Estos resultados se resumen en la tabla x.

La representacion grafica de la amplitud promedio de los potenciales provocados de la
corteza somatosensorial, con su respectivo indice de confianza del 95% estan
representados en la figura 24. En dicha figura, se muestra también el nivel de
significancia estadistica de la prueba, comparando la media de los potenciales provocados

previo y posterior al protocolo de estimulacion transcutanea de la médula espinal.

Estos resultados demuestran que, al emplear la estimulacion eléctrica ruidosa de alta
frecuencia transcutanea de la médula espinal, produce un aumento significativo en la
amplitud de los potenciales provocados de la corteza somatosensorial primaria. Dicho
efecto aumentativo se mantiene, incluso hasta dos horas o mas después de aplicar el

protocolo de estimulacion.




Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de nivel — Media de control

Diferencia
de las EE de Valorp
Diferencia de niveles medias diferencia 1ICde 95% ValorT ajustado
1-10min - Pre-Estim 12.80 487 (0.61, 25.00) 2.63 0.037
11-30min - Pre-Estim 24.54 4.04 (1441, 34.67) 6.07 0.000
31-50min - Pre-Estim 25.00 418 (14.52, 35.48) 5.97 0.000
51-100min - Pre-Estim 36.94 4.87 (24.75,49.14) 7.59 0.000

Nivel de confianza individual = 98.56%

Diferencia

de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia ICde 95% ValorT ajustado
1-10min - Pre-Estim 33.06 3.04 (25.03,41.09) 10.88 0.000
11-30min - Pre-Estim 31.73 2.35 (25.50, 37.95) 13.48 0.000
31-50min - Pre-Estim 37.35 2.35 (31.13,43.57) 15.87 0.000
51-70min - Pre-Estim 40.21 2.35 (33.99, 46.43) 17.09 0.000
71-100min - Pre-Estim 46.78 2.10 (41.24,52.32) 22.32 0.000
101-120min - Pre-Estim 54.21 3.17 (45.83, 62.60) 17.10 0.000

Nivel de confianza individual = 99.09%

Diferencia

de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia 1Cde 95% ValorT ajustado
1-10min - Pre-Stim 299 1.15 (0.01,5.97) 2.59 0.049
11-30min - Pre-Stim 5.097 0.928 (2.703, 7.490) 549 0.000
31-50min - Pre-Stim 9.099 0.928 (6.705, 11.492) 9.81 0.000
51-70min - Pre-Stim 9.654 0.928 (7.261, 12.048) 10.41 0.000
71-120min - Pre-Stim 7.779 0.817 (5.671,9.888) 9.52 0.000

Nivel de confianza individual = 98.91%

Diferencia

de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia ICde 95% ValorT ajustado
1-10min - Pre-Estim 293 2.64 (-3.88,9.73) 1.11 0.749
11-30min - Pre-Estim 9.19 2.20 (3.52, 14.87) 418 0.000
31-50min - Pre-Estim 8.09 2.09 (2.70,13.47) 3.87 0.001
51-70min - Pre-Estim 10.04 2.09 (4.66, 15.43) 4.81 0.000
71-120min - Pre-Estim 10.25 1.87 (5.42, 15.08) 5.48 0.000

Nivel de confianza individual = 98.90%

Tabla 2. Pruebas Post-Hoc (Dunnet), comparacién de medias vs media control. Se
enlistan cinco tablas correspondientes a los cinco experimentos realizados. La
comparacion de medias se realizo respecto a la condicion previa a la estimulacion. Notese

que para la mayoria de los casos se muestran diferencias significativas con un p<0.0001.
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Figura 24. Efecto de la EERAF transcutanea de la médula espinal, en la amplitud de
los potenciales provocados somatosensoriales Se muestran las amplitudes de los
potenciales provocados en los cinco ratones C57bl/6. Las barras en cada punto
representan el intervalo del 95%. Notese también la significancia en cada uno de los
puntos a comparar, existe una significancia estadistica con una p<0.0001*** en la
amplitud de los potenciales provocados para la mayoria de los casos. Se compar6 la
condicion previa y posterior al protocolo de estimulacion eléctrica transcutinea de la

médula espinal.

En la figura 25 se muestran los potenciales provocados de los cinco ratones registrados.
Notese que hubo un aumento significativo en todos los casos en que se realizo el
protocolo de estimulacién eléctrica ruidosa de alta frecuencia transcutanea de la médula
espinal. Asimismo, se muestran en la tabla x, los datos resultantes tras aplicar la prueba

estadistica ANOVAL, para toda la poblacion utilizada, asi como la amplitud normalizada.
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Cuando se realizd una prueba post-hoc de comparacion contra un control, encontramos
una alta significancia estadistica de las variables previa y posterior a la estimulacién

eléctrica ruidosa de alta frecuencia transcutanea de la médula espinal.

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 99%
Pre-Estim 137 0.22070 0.10224 (0.18734, 0.25406)
1-10min 53 0.3534 0.1402  (0.2997, 0.4070)
11-30min 102 0.4457 0.1574  (0.4071, 0.4844)
31-50min 99 0.5273 0.1637  (0.4880, 0.5665)
51-70min 91 0.5858 0.1544  (0.5449, 0.6267)
71-120min 141 0.5964 0.1767  (0.5636, 0.6293)

Desv.Est. agrupada = 0.1571106

Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de nivel - Media de control

Diferencia

de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia 1Cde 95% Valor T ajustado
1-10min - Pre-Estim 0.1327 0.0244 (0.0708, 0.1946) 5.43 0.000
11-30min - Pre-Estim 0.2250 0.0198 (0.1750, 0.2751) 11.39 0.000
31-50min - Pre-Estim 0.3066 0.0199 (0.2561, 0.3571) 15.38 0.000
51-70min - Pre-Estim 0.3651 0.0204 (0.3133, 0.4168) 17.87 0.000
71-120min - Pre-Estim 0.3757 0.0181 (0.3298, 0.4217) 20.73 0.000

Nivel de confianza individual = 98.84%

Tabla 3. Agrupacion de medias y prueba post-hoc de Dunnet para comparacion de
medias. La tabla superior muestra la agrupacién de las medias de los potenciales
provocados somatosensoriales. La N representa el numero de potenciales provocados y
promediados para cada variable, con un indice de confianza del 99%. La tabla inferior
muestra la comparacion de la media de los potenciales provocados somatosensoriales en
las condiciones previa y posterior a la estimulacion. Notese la diferencia estadisticamente

significativa, para todos los casos con una p< 0.0001.
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Figura 25. Efecto de la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia
transcutanea de la médula espinal. Se muestran las amplitudes de los PPSS de los
cinco ratones C57bl/6, previos y posteriores al protocolo de estimulacion. Notese un
aumento estadisticamente significativo para cada condicién experimental.




CAPITULO 7

DISCUSION

La neuromodulacion de estructuras del sistema nervioso central se ha investigado durante
siglos, con el objetivo primario de modificar la funcion neuroldgica. El principal método
utilizado para descifrar las vias y los efectos de la neuromodulacién es la estimulacién
eléctrica. (Gildenberg; 2009)

La estimulacion eléctrica del SNC, ha sido histéricamente una de las técnicas de mayor
uso para la comprension de procesos neurofisioldgicos, y a su vez, ha representado una
herramienta terapéutica del tratamiento de patologias de gran importancia, como son la
depresion, los trastornos psiquiatricos, la esclerosis multiple, el Parkinson, entre otras

patologias. (Costain; 1964)

Por ejemplo, una de las principales problemaéticas de la estimulacion eléctrica profunda
en el caso del tratamiento del Parkinson, es que es una técnica altamente invasiva, que
requiere una cirugia para el sujeto experimental y/o paciente, que puede poner en riesgo
la integridad del sujeto. En contraste, la estimulacion eléctrica no invasiva ha
representado asi una gran alternativa tanto para la comprension de procesos fisiologicos y

el tratamiento de patologias del SNC. (Ni y cols. 2022)

En el presente trabajo, hemos demostrado por primera vez el efecto de la estimulacion
transcutanea eléctrica ruidosa de alta frecuencia de la medula espinal y su efecto en la
corteza somatosensorial primaria del ratdén. Dicha técnica de estimulacidn eléctrica
transcutanea es no invasiva y nos ha permitido observar un aumento altamente

significativo en la actividad neuronal cortical.




Dicho aumento en la excitabilidad cortical somatosensorial se mostrd tanto en la

actividad espontanea como en respuesta a la estimulacion mecanica de las vibrisas.

Demostramos asi que el efecto de la Estimulacion Transcutanea Ruidosa de Alta
Frecuencia (ETRAF) de la médula espinal provoca un aumento generalizado en la corteza
somatosensorial, lo cual brinda a la neurofisiologia una nueva aproximacion del estudio

de la actividad somatosensorial.

Dada la intima relacion que existe en la comunicacion de la médula espinal con la corteza
cerebral, la mayoria de los trabajos previos se han centrado en el uso de la estimulacién
eléctrica espinal en patologias como el dolor cronico y lesiones parciales o totales de la
médula espinal. (Angeli y cols; 2014), (Dimitrijevic y cols; 1986), (Gildenberg; 2006). La
idea detras de dichos estudios fue el tratamiento del dolor y de las afecciones motrices,

asi como en describir las vias ascendentes motoras afectadas. (Gildenberg; 2006).

Asimismo, la relacidn que existe entre la estimulacion de la médula espinal y la actividad
cortical actualmente estd en su mayoria centrada en mecanismos y vias nociceptivas, de

igual manera hacia la terapéutica del dolor. (Huang; 2019)

Hoy en dia el presente trabajo cumple un objetivo primordial en la neurofisiologia
moderna, el cual es comprender el funcionamiento complejo de una modalidad del
sistema nervioso, particularmente la interaccion médula espinal y corteza
somatosensorial. Asi, buscamos dilucidar los principios fundamentales que subyacen
estos procesos neuronales al estudiar los mecanismos de sefializacion eléctrica y la
dindmica de las redes neuronales, buscando descifrar los mecanismos que generan la
funcién de la corteza somatosensorial. Los avances en neurofisiologia contribuyen a la
comprensién del funcionamiento nervioso y a su vez proporcionan una herramienta para
el desarrollo de nuevas terapias y tratamientos que sientas las bases en distintos campos

de estudio.




El papel neuromodulador de la meédula espinal tras la ETRAF en una modalidad

sensorial, abriendo asi la puerta a nuevos abordajes terapéuticos en patologias que no se
centran en la corteza motora primaria, sino en la corteza somatosensorial. Es por ello por
lo que en el presente trabajo mostramos evidencia robusta que la funcién somatosensorial
puede ser aumentada significativamente con dicha estimulacion.

Es posible inferir que el efecto que observamos en los resultados del presente trabajo, son
producidos también por un aumento en la excitabilidad de las vias espinales ascendentes.
En particular, resaltamos aqui el rol fundamental del tracto espino-cortical, que lleva la

informacion a través de la médula espinal hasta proyectar a la corteza somatosensorial.

Asi, las proyecciones espinales que se encuentran ampliamente distribuidas en la ldmina |
de la asta dorsal y en menor medida en la lamina 1l1-VI1Il, X, envian sus proyecciones
axonales a través del funiculo anterolateral y terminan en diversas areas cerebrales,
incluyendo el prosencéfalo, protuberancia, mesencefalo y bulbo raquideo. (Todd; 2010)
(Hylden y cols.; 1989)

El talamo es una de las estructuras principales de las proyecciones neuronales espinales,
gue son originadas en la lamina | del asta dorsal de la médula espinal. Especificamente,
en el nicleo posterolateral ventral o en el nlcleo posteromedial ventral. Esta via se
encuentra intimamente relacionada en funciones de codificacion espacial y temporal,
pero sobre todo con los principales aspectos de intensidad en los procesos
somatosensoriales. Esto es de importancia, ya que estas regiones talamicas actian como
relevo para retransmitir toda la informacion a la corteza somatosensorial primaria. (Liu y
cols.; 2009) (Lund y cols.; 1967)




En el caso de los roedores, las proyecciones de la médula espinal también tienen sus
terminaciones en el puente, mesencéfalo y bulbo raquideo. (Feil y Herbert.; 1995)
(Gauriau y cols. 2004) Las terminales de las neuronas de proyeccion superficial se
encuentran bilateralmente en varios nucleos en el puente y el mesencéfalo. En el puente
las terminales densas de las neuronas de proyeccion espinal terminan en el nucleo
parabraquial (NPB) y en la parte caudal del nicleo pontino reticular. (Bernard y cols.;
1995) Asi, las proyecciones a la corteza somatosensorial desde la médula espinal hasta el
NPB, se encuentran organizados topograficamente. Es importante destacar que las
neuronas que proyectan de la capa superficial del asta dorsal de los segmentos toracicos y
lumbares de la M.E. también proyectan a la parte dorsal y central del NPB,

especificamente, a su parte externa lateral. (Feil y Herbert; 1995)

Las neuronas espinales localizadas en el nucleo espinal lateral en su lamina profunda
tienen distintos patrones de proyeccion a diferencia de las neuronas en la lamina
superficial; sin embargo, en su mayoria envian proyecciones al talamo. (Gauriau y
Bernard; 2004) En menor medida, existen proyecciones espinales que envian informacion
al globo palido, la amigdala y el hipotdlamo. (Liu y cols.; 2009) Dado que estas regiones
cerebrales son importantes para el procesamiento de las emociones y conductas motoras,
estas proyecciones sugieren que ésta via se encuentra relacionada con los componentes

motores y emocionales, como lo serian el dolor y la picazon. (Lund y Webster; 1967)

Si bien la via espinotalamica es por excelencia la via discriminativa de los componentes
de la somato sensacion. Se concluyd que las neuronas implicadas en esta via responden
también a estimulos nociceptivos, tanto en roedores como en resultados obtenidos en el
gato. Dichas neuronas también estan implicadas en procesos de discriminacién térmica,

tanto a estimulos térmicos y estimulos de enfriamiento inocuo.




En primates, se demostro el rol critico en el procesamiento del dolor con la aplicacion de
capsaicina. Asi también la hiperexcitabilidad de la via espinotaldmica provoca dolor
cronico en ratas (Boadas-Vaello et al. 2016; Eaton et al. 1990). Es por ello por lo que
dichos autores han concluido que la via taldmica no solo lleva informacion nociceptiva, si
no también informacion de temperatura y tacto. Por lo que podemos especular que ésta
via seria la principal responsable del efecto de la Estimulacion Eléctrica ruidosa de alta

frecuencia transcutanea de la médula espinal.

Como mencionamos anteriormente, existen otras vias ascendentes que podrian estar
implicadas en este aumento de excitabilidad de la corteza somatosensorial. Un ejemplo
seria la via espino-parabraquial, ya que es de suma importancia para el procesamiento de
informacion de multiples modalidades sensoriales. (Feil y Herbert; 1995)

Particularmente, se mostré que dicha via es critica para procesamiento del dolor; sin
embargo, estudios recientes muestran que estd via estd altamente implicada en el
procesamiento de estimulos mecénicos y de temperatura. (Todd; 2005) Estudios
recientes, clasifican el tipo de neurona que esta asociada a los estimulos mecanicos y
aquellas neuronas asociadas a estimulos nociceptivos, ambos grupos formando parte de
esta via de suma relevancia para el procesamiento somatosensorial. (Choi et. al.; 2020)
(Barik et.al. 2021) Las proyecciones del NPB incluyen la corteza somatosensorial
primaria y el talamo. Por tal motivo, el NPB se ha reconocido con una region cerebral
que procesa la informacion sensorial y las transforma en respuestas autonoémicas,
afectivas y motivacionales. Por ejemplo, la foto-estimulacion del NPB induce respuestas
conductuales tanto de reforzamiento positivo como de reforzamiento negativo,

dependiendo de la intensidad el estimulo (Huang et al. 2019).




Una via més que podria estar implicada en el aumento de la excitabilidad cortical es la
via espino-reticular, que actualmente no ha sido ampliamente estudiada, pero amerita su
estudio. En dicha via, el soma de las neuronas espino reticulares se encuentran en la
lamina VII y VIII de Rexed, y se cree que esta via es una via alternativa para el
procesamiento nociceptivo, ya que los primeros estudios realizados en gatos y monos
resultaban en la activacion de esta via tras un estimulo cutaneo de pinzamiento. (Fields
et.al.; 1977) (Garifoli et. al.; 2006) Adicionalmente, registros extracelulares en monos
mostraron que el estimulo inocuo mecanico podia activar también la via espino reticular.
Esto sugiere que la informacion téctil también es transmitida por esta via hacia la corteza
cerebral. Los estudios en gatos demostraron que la estimulacién tactil del pabelldn
auricular que provocaba conductas de rascado podria modular la actividad de las
neuronas espino-reticulares (Menetrey et al. 1984), lo que sugiere gque esta via procesa
parte de la sensacion de picazon. Sin embargo, el papel funcional de las neuronas espino-

reticulares debe investigarse més a fondo.

En este contexto, nuestro estudio es relevante, ya que permite un marco tedrico para
explorar el aumento en excitabilidad en vias de relevo somatosensoriales a partir de la

estimulacion transcutanea eléctrica ruidosa de la médula espinal.

El progreso de la caracterizacion de las vias ascendentes relacionadas a la somato
sensacion aumento exponencialmente en los ultimos afios, dilucidando el papel funcional

de las proyecciones neuronales ascendentes.

En particular, el descubrimiento de patrones de proyeccion tanto contralateral, como
ipsilateral, ha expandido nuestro conocimiento de la organizacion funcional del sistema
somatosensorial. Desde los estudios electrofisiologicos pioneros que revelaron el papel
de suma importancia de la via ascendente de la médula espinal, en el procesamiento
qguimico, de temperatura y mecanico, hasta estudios recientes que diferencian las

funciones de subgrupos de las proyecciones neuronales. (Kryklywy et.al.; 2020)




Si bien la evidencia ha mostrado que algunas neuronas de las proyecciones espinales
pueden ser selectivamente activadas para cierto tipo de estimulos somatosensoriales la
mayoria de las neuronas responden a mas de una modalidad sensorial. (Allard; 2019) Ello
indica que el proceso de somato sensacion es procesado en un cierto tipo de codificacion

en las neuronas de la proyeccion espinal.

Asimismo, los principios generales en que las neuronas de las proyecciones espinales
procesan la informacién somatosensorial necesita ser explorada con acercamientos
moleculares y/u optogenéticos, y es necesario expandir las propiedades de las neuronas
de la proyeccion espinal en animales despiertos en experimentos conductuales. Esto es
importante, ya que existe una perspectiva conductual y cognitiva del procesamiento
somatosensorial. Esto es debido a que las respuestas al entorno tanto de los animales
como los humanos produce reacciones que modulan el almacenamiento de la
informacion, lo cual es critico para la supervivencia y las funciones sociales. En la
somato-sensacion aun se desconoce como los componentes sensoriales y afectivos son

modulados de forma general o especifica.

Cabe mencionar que la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia transcutanea en
la médula espinal, ademas de afectar las vias ascendentes, que hemos mencionado con
anterioridad, podria activar vias simpaticas y auténomas, que a su vez podrian modificar
la actividad cardiaca. En este contexto, podemos mencionar que, en nuestros
experimentos, la actividad cardiaca se controlé con la administracién periddica de
anestesia y se mantuvo dentro de un rango establecido. Ademas, ello fue posible gracias a
la intubacion endo-traqueal con la que controlamos la actividad respiratoria. La
implementacion de dicha técnica de intubacion permitié el registro por mucho mas
tiempo de los sujetos de experimentacién, aunque no descartamos que pueda existir un
aumento en el flujo sanguineo provocado por la estimulacién eléctrica espinal, la cual
resulte en un aumento en la excitabilidad cortical. En futuros experimentos sera necesario
medir el cambio en la presion arterial sistémica y local cortical en el modelo experimental

implementado en esta tesis.




Nuestros resultados sugieren que la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia
transcutanea de la médula espinal tiene un efecto modulador en la corteza

somatosensorial del raton.

Es posible que dicha estimulacién produjo fluctuaciones en la excitabilidad de la médula
espinal que permitieron un incremento en la excitabilidad de la corteza somatosensorial,

y en la capacidad de respuesta de las neuronas somatosensoriales.

Podemos proponer incluso, a la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia aplicada
de forma transcutanea en la médula espinal como una posible herramienta terapéutica
ante patologias relacionadas a una disminucion en la excitabilidad de la corteza
somatosensorial. Entre ellas, se encuentran patologias como hiperalgesia, hiperestesia o

parestesia.

Asimismo, proponemos que dicha estimulacion proporciona un nuevo enfoque
terapéutico para tratar diversas patologias que afectan el procesamiento sensorial, donde
el procesamiento de las sefiales se encuentra disminuido. Tal es el caso de patologias del
espectro autista, el sindrome de déficit de atencion e hiperactividad, asi como en

pacientes con sintomas alterados del dolor y ciertos tipos de parélisis.

Es de suma relevancia resaltar que con nuestros resultados se abre una puerta a nuevas
preguntas de investigacion, ya que hemos logrado con éxito por primera vez demostrar el
efecto aumentativo somatosensorial cortical como consecuencia de la estimulacion
eléctrica ruidosa de alta frecuencia transcutanea de la médula espinal. De esta manera,
proponemos que este tipo de estimulacion actia como un neuromodulador directo de las
vias ascendentes de la médula espinal, y cuyo efecto, se ve reflejado en el aumento
significativo de la actividad pasiva y de las respuestas activas de las neuronas de la

corteza somatosensorial.




CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Como producto del presente trabajo, hemos generado nuevas preguntas de investigacion
las cuales ayudaran a la mejor comprension del sistema somatosensorial y las vias
ascendentes de la médula espinal, los resultados aqui mostrados seran parte de un articulo

cientifico proximo a publicar.

La primera pregunta de investigacion que generamos es ¢qué via ascendente espinal
transmite la informacién que estd que provoca que la estimulacion eléctrica ruidosa de
alta frecuencia aplicada transcutanea de la médula espinal aumente la excitabilidad de la

corteza somatosensorial?

Para responder esta pregunta, proponemos el registro especifico de segmentos espinales,
asi como un registro in vivo de la médula espinal, previo, durante y posterior a la
estimulacion. De esta forma construiremos un correlato de la actividad espinal y

somatosensorial.

A su vez, modelos en animales con lesiones en las vias espinales nos permitiran dilucidar

la via especifica por la cual dicha estimulacion actda.

Adicionalmente, el registro fotopletismografico de la actividad cortical y espinal, nos
permitira observar cambios en el flujo sanguineo que correlacionen el aumento en la

excitabilidad cortical con el aumento en la actividad cardiaca.




Es pertinente preguntarnos si este efecto aumentativo ocurre Unicamente al estimular la
médula espinal, por lo que proponemos la estimulacion en distintas estructuras tanto
espinales como encefélicas, incluyendo distintos segmentos espinales, asi como
estructuras del bulbo raquideo, puente y cerebelo, esta Gltima ya se encuentra siendo

explorada en el laboratorio de Neurofisiologia Integrativa.

Proponemos también experimentos en humanos con deficiencias sensoriales, como
pacientes con paralisis y pacientes con trastorno del espectro autista, especificamente
pacientes con déficit de atencidn e hiperactividad, para demostrar el efecto terapéutico de
la estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia transcutanea de la médula espinal.




CAPITULO 9

CONCLUSION

Se demuestra por primera vez el efecto aumentativo de la estimulacion eléctrica ruidosa
de alta frecuencia transcutanea de la médula espinal en la excitabilidad de la corteza
somatosensorial primaria del raton.

El aumento en la excitabilidad de la corteza somatosensorial primaria del raton se
demuestra tanto en la actividad eléctrica espontdnea como en la respuesta activa
provocada por la protraccion mecanica de las vibrisas
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CAPITULO 11

ANEXOS

De la neuroanatomia de la corteza somatosensorial del ratén

La corteza somatosensorial del raton es una region del cerebro que se encarga de procesar
la informacion sensorial proveniente del cuerpo, como el tacto, la presion, el dolor y la
temperatura. Esta regién se encuentra ubicada en la corteza cerebral, especificamente en
la corteza parietal, y esta organizada en diferentes capas y columnas que reciben y
procesan informacion de manera especifica y ordenada (Woolsey, Van der Loos, &
Gado, 1970).

La corteza somatosensorial del raton se divide en dos areas principales: la corteza
somatosensorial primaria (S1) y la corteza somatosensorial secundaria (S2). La S1 es la
primera estacion en la que se procesa la informacién somatosensorial, recibiendo
informacion de los receptores sensoriales ubicados en la piel, musculos y articulaciones
(Feldmeyer, Brecht, Helmchen, Petersen, & Poulet, 2013). La S2, por su parte, recibe
informacién de la S1 y de otras areas sensoriales, y se encarga de procesar informacion

mas compleja, como la textura y la forma de los objetos (Mao, Yang, Su, & Hu, 2014).

La organizacion de la corteza somatosensorial del raton es altamente estructurada y se
basa en la representacion topografica del cuerpo. Esto significa que las diferentes partes
del cuerpo se representan de manera ordenada y precisa en la corteza somatosensorial, de
modo que las partes del cuerpo que estan cerca entre si se representan en areas cercanas
de la corteza (Sur & Leamey, 2001).




El estudio de la corteza somatosensorial del raton ha sido fundamental para entender los
principios generales del procesamiento sensorial en el cerebro. Ademas, el uso de
técnicas de imagenologia como la microscopia de dos fotones y la optogenética ha
permitido investigar con mayor detalle la organizacién y el funcionamiento de esta region
cerebral (Brecht, 2014).

La corteza somatosensorial del raton es una region altamente estructurada y organizada
que se encarga de procesar informacién sensorial proveniente del cuerpo. La
comprension de su funcionamiento es fundamental para entender los principios generales
del procesamiento sensorial en el cerebro y puede tener aplicaciones clinicas en el

tratamiento de trastornos sensoriales.




De la via trigémino-talamico cortical del raton

La via trigémino-tdlamica-cortical es una de las rutas principales que transmiten
informacion somatosensorial desde los receptores periféricos hasta la corteza
somatosensorial en el cerebro de los mamiferos. Esta via se ha estudiado principalmente
en ratones, que son una especie cominmente utilizada en investigacion neurocientifica (Ji
& Strichartz, 2004).

En esta via, las fibras aferentes sensoriales que llevan informacion desde los receptores
periféricos en la piel, masculos y articulaciones, entran en la médula espinal a través de
las raices dorsales de los nervios espinales. Alli, estas fibras aferentes se dividen en dos
tipos: las fibras C y las fibras Ad. Las fibras C son fibras lentas y no mielinizadas que
transmiten informacion sobre el dolor y la temperatura, mientras que las fibras Ad son

fibras més rapidas y mielinizadas que transmiten informacion sobre el tacto y la presion.

Las fibras aferentes Ad y C hacen sinapsis con las neuronas de la sustancia gelatinosa en
la médula espinal y luego se proyectan a través de los tractos ascendentes de la médula
espinal hacia el nucleo trigémino espinal (NTS), que es una estacion de relevo importante
en la via trigémino-talamica-cortical. En el NTS, las fibras aferentes hacen sinapsis con
las neuronas del nlcleo ventral posterior (VP) del tAlamo. El ndcleo VP esta organizado
en subnucleos, y cada subnucleo recibe informacion especifica de los diferentes tipos de

receptores periféricos.

Desde el nacleo VP, las fibras aferentes se proyectan hacia la corteza somatosensorial a
través de la radiacion taldmica. La corteza somatosensorial se divide en diferentes areas,
como la corteza somatosensorial primaria (S1), que es la primera etapa cortical de
procesamiento somatosensorial. La informacién somatosensorial llega a la corteza S1 a
través de la radiacion taldmica y se procesa alli antes de ser transmitida a otras areas

corticales para un procesamiento mas complejo.




La via trigémino-talamica-cortical es esencial para la percepcion y la integracién de la
informacién sensorial, lo que permite a los animales responder adecuadamente a los
estimulos externos y mantener el equilibrio y la postura. Ademas, esta via también es
importante para la plasticidad neuronal y la adaptacion sensorial, lo que permite a los

animales ajustarse a los cambios en su entorno sensorial.

En resumen, la via trigémino-taldmica-cortical es una ruta importante para la transmision
de informacion somatosensorial desde los receptores periféricos hasta la corteza
somatosensorial en el cerebro de los mamiferos. Esta via ha sido ampliamente estudiada
en ratones y es esencial para la percepcion y la integracion de la informacion sensorial,

asi como para la plasticidad neuronal y la adaptacion sensorial (Ji & Strichartz, 2004).
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Representacion esquematica del sistema Vibrisa-barril y la via trigémino-
talamico-cortical

Los colores indican filas. Barril, barriloide y barriletes se redibujaron de Durham y
Woolsey (1984). PMBSF, subcampo de barril posterior-medial; PO, nucleo talamico
posterior; PrV, nucleo principal del trigémino; SC, coliculo superior; SpVi, nucleos
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espinales del trigémino pars interpolaris; SpVo, pars oralis; SpVc, pars caudalis; TRN,
nacleo reticular taldmico; VPM, nlcleo medial ventroposterior; vMI, corteza motora
primaria vibrisal; vSI, corteza somatosensorial primaria vibrisal; VvSIl, corteza
somatosensorial secundaria con el mapa somatotdpico de Benison et al. (2007) ; DLS,
cuerpo estriado dorsolateral; Zlv, zona ventral inserta.

Del analisis estadistico, ANOVA1 y Método de Dunnet

La prueba estadistica ANOVA (Anilisis de Varianza) es una técnica utilizada para
comparar las medias de tres 0 méas grupos independientes. Esta prueba se basa en la
comparacion de las varianzas entre los grupos y dentro de los grupos. Si la variacién
entre los grupos es mayor que la variacion dentro de los grupos, entonces se concluye que
al menos uno de los grupos difiere significativamente de los demas

La prueba ANOVA se puede realizar utilizando diferentes enfoques, como el enfoque de
efectos fijos o el enfoque de efectos aleatorios. En el enfoque de efectos fijos, se asume
que los grupos se han seleccionado de una poblacién fija y se desea generalizar las
conclusiones a esa poblacién. Por otro lado, en el enfoque de efectos aleatorios, se
considera que los grupos seleccionados son una muestra aleatoria de una poblacién mas

grande y se desea generalizar las conclusiones a esa poblacion.

El método de Dunnett es un enfoque post-hoc utilizado en la prueba ANOVA para
comparar todos los grupos con un grupo de control, en lugar de comparar cada grupo con
todos los demas grupos. Este método fue desarrollado por Charles W. Dunnett en 1955 y
ha sido ampliamente utilizado en estudios en los que se compara un grupo experimental

con un grupo de control.

El método de Dunnett se basa en la comparacion de las medias de cada grupo con la
media del grupo de control. Se calcula una estadistica de prueba para cada comparacion y
se ajusta el valor de significacion para tener en cuenta el nimero de comparaciones

realizadas.




En resumen, la prueba ANOVA es una herramienta Gtil para comparar las medias de tres
0 mas grupos independientes, mientras que el método de Dunnett es una técnica post-hoc
que se utiliza para comparar todos los grupos con un grupo de control. Ambas técnicas
son ampliamente utilizadas en la investigacion cientifica y se recomienda que se utilicen

en conjunto para obtener conclusiones més sdlidas.




