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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa que
afecta directamente el control del movimiento en las personas y se acompafa de
cambios en la actividad eléctrica cerebral. Se ha demostrado que estrategias
terapéuticas como la suplementacion farmacologica y la neuromodulacion por
implantacion de electrodos en los nucleos de la base, logran una mejoria en los

sintomas motores modificando también la actividad eléctrica cerebral.

En este contexto, la estimulacién eléctrica de la médula espinal se posiciona
como una estrategia terapéutica en desarrollo con prometedores resultados en el
control de la sintomatologia axial de la enfermedad de Parkinson. A partir de la
evidencia existente sobre la relacion de actividad eléctrica cerebral, movimiento y
enfermedad de Parkinson, se ha planteado que los efectos terapéuticos de la
estimulacién eléctrica de la médula espinal involucrarian la modificacion en la actividad
eléctrica del nucleo estriado, ndcleo que constituye el punto de inicio del circuito motor

de los nucleos de la base.

¢,Como la estimulacion eléctrica de los cordones posteriores de la médula

espinal modificaria entonces la actividad eléctrica en el estriado?

Por una parte, el nlcleo estriado recibe numerosas proyecciones excitatorias
desde la corteza cerebral, que a su vez recibe, via talamica, proyecciones aferentes
desde la médula espinal, por lo que a esta via cortico-estriatal se le ha atribuido un
papel clave en los efectos terapéuticos derivados a la estimulacion medular. Por otra
parte, existe evidencia anatémica de larga data que demuestra que el tAlamo también
envia proyecciones excitatorias hacia el nucleo estriado, y evidencia mas reciente ha
mostrado que estas proyecciones talamo-estriatales sufren modificaciones asociadas
a la enfermedad de Parkinson. Estos antecedentes son compatibles con un escenario
donde la estimulacion medular ejerza su efecto terapéutico tanto a través de la via

cortico-estriatal como la via tAlamo-estriatal.



Para corroborar la participacion de la via talamo-estriatal en el circuito asociado
a los efectos terapéuticos de la estimulacion medular planteamos como hipétesis que
el nucleo parafascicular del talamo, lugar de origen de las proyecciones talamo
estriatales, presenta cambios a nivel electrofisioldgico asociados a la enfermedad de
Parkinson y la aplicacion de un protocolo terapéutico de estimulacibn medular
produciria cambios en la actividad eléctrica basal en el nucleo parafascicular en un

modelo animal.

El modelo escogido para responder esta hipétesis fue el modelo de lesion con
6-OHDA en el nucleo estriado en ratas adultas de cepa Sprague Dawley. Los animales
fueron sometidos a la lesién estriatal, implante de electrodos de registro en la corteza
motora, nucleo estriado y ndcleo parafascicular, ademas del implante de electrodo de
estimulacién medular. Ademas, se registr6 el movimiento de los animales mediante

video grafia y registro de acelerometria.

Como resultados, profundizamos en la relacion existente entre la actividad
motora y la actividad del nucleo parafascicular. Nuestros datos demuestran que existe
una correlacion robusta entre el nivel de movimiento y la actividad neuronal oscilatoria
no solo en el nucleo parafascicular, sino también en corteza motora y nucleo estriado.
Un bajo nivel de actividad motora esta correlacionado con un aumento relativo de la
actividad oscilatoria en frecuencias menores a 30 Hz, mientras que la actividad motora

aumentada esta correlacionada con frecuencias mayores a 30 Hz.

Identificamos también que el nudcleo parafascicular presenta actividad
oscilatoria en la banda theta y que esta actividad oscilatoria esta correlacionada con el
movimiento, esto tanto para los animales 6-OHDA y animales controles. Ademas de
los cambios electrofisiolégicos asociados al movimiento, observamos incrementos en
la actividad oscilatoria de 25 a 45 Hz en el estriado y corteza motora de los animales
6-OHDA, aunque estos no fueron revertidos por la estimulacién eléctrica de la médula

espinal.

La estimulacién eléctrica de la médula espinal a 15 Hz demostr6 ser capaz de

evocar una respuesta evocada consistente en el circuito cortico-estriado-



parafascicular. La estimulacion a frecuencias superiores a 60 Hz no genera respuestas
evocadas claras, sino mas bien generd una actividad oscilatoria de baja magnitud en

las 3 areas analizadas.

Estos resultados no permitieron sustentar la hipotesis del trabajo, sin embargo,
entregaron nueva informacion relativa a la relacion existente entre la actividad motora
y la actividad electrofisiolégica en el circuito cortico-estriado- parafascicular, al
demostrar que el nucleo parafascicular presenta actividad oscilatoria de baja
frecuencia que correlaciona con el estado motor de los animales, ademas de presentar

actividad evocada por la estimulacion de la médula espinal.



ABSTRACT

The Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by
movement impairments and modifications in the brain electrical activity. Therapeutic
Pharmacological and neuromodulatory strategies, such as levodopa and Deep brain
stimulation (DBS), can improve the motor symptoms but also, they change the brain

electrical activity.

Spinal cord stimulation is a neuromodulatory strategy that has risen as an
alternative for the treatment of motor symptoms in PD, with promising results over the
postural and gait impairments. Besides, the evidence has shown that spinal cord

stimulation modifies the electrical activity in the striatum and other basal ganglia nuclei.
¢, How spinal cord stimulation can modify the electrical activity of the striatum?

The striatum receives excitatory projections from the cerebral cortex and the
cerebral cortex receives afferents projections from the spinal cord through the
thalamus, thus these cortex-to-striatum projections has been considered a possible
pathway recruited by the spinal cord simulation. In addition to the cortical input, since
decades we have known that the thalamus also provides excitatory projections to the
striatum, although their functional role was neglected for decades. Recent evidence
has proven that there is neuronal loss in the parafascicular nucleus, nucleus origin of
the thalamic-striatal pathway, and that during Parkinson’s disease there are functional
changes in this pathway. Considering this background, it is possible that the spinal cord

stimulation reaches the striatum through the cortex but also through the thalamus.

Therefore, we stated the hypothesis of the parafascicular nucleus of thalamus
suffers electrical modifications in Parkinson disease, and therapeutic intervention

based on spinal cord stimulation can modify this electrical activity.

To answer our hypothesis, we injected the toxin 6-OHDA bilaterally in the
striatum of Sprague Dawley rats. After the lesion, we implanted recording electrodes
within the motor cortex, the striatum and the parafascicular nucleus and we implanted

a stimulation electrode over the dorsal spinal cord. Video and acceleration recordings



were registered during stimulation sessions to assess the movement activity of the

animals.

Our results showed a strong correlation between the motor state of the animals
and the oscillatory electrical activity. Lower levels of movement have a positive
correlation with oscillatory activity under 30 Hz and higher level of movement with
frequencies over 30 Hz. The correlation is preserved in the 3 areas studied:

parafascicular nucleus, striatum and motor cortex.

Along with that correlation, in the parafascicular nucleus of all animals we
identified a low frequency activity in the theta band range correlated positively with the
level of movement. Increases in oscillatory activity between 25 to 45 Hz were present
in the striatum and motor cortex of lesioned animals, but this activity wasn’t modified

by the spinal cord stimulation.

15 Hz spinal cord stimulation generated evoked responses in the cortical-
striatum-parafascicular circuit. Frequencies of stimulation larger than 15 Hz didn’t

trigger clear evoked responses but a low amplitude oscillatory response in all the areas.

With our results we rejected the hypothesis since we couldn’t generate the
electrical modification of the oscillatory activity as expected, nevertheless we provided
new evidence about the electrical basal activity in the cortico-striatum-parafascicular
circuit and the ability of distant stimulation to generated evoked responses in all the
areas studied.



INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por alteraciones motoras que comprenden el enlentecimiento de los
movimientos (bradicinesia), inestabilidad postural, rigidez y la aparicion de temblor en
reposo. Las alteraciones posturales se expresan principalmente como una disminucion
en la velocidad de la marcha, en el largo de los pasos (Morris et al., 1994) y un

significativo incremento en el riesgo de caidas (Fasano et al., 2017).

Dentro de las multiples manifestaciones de la enfermedad de Parkinson, los
cambios que repercuten con mayor impacto en la independencia funcional y grado de
discapacidad de las personas afectadas son el enlentecimiento motor y la reduccion
del balance postural, especialmente durante la marcha (Shulman, 2010). Ademas de
los problemas motores se presentan sintomas no motores sistémicos e inespecificos,

tales como alteraciones del suefio y alteraciones autonémicas.

A pesar de existir subclasificaciones para la EP (Thenganatt & Jankovic, 2014),
desde las pioneras investigaciones realizadas por Arvid Carlsson, Oleh Hornykiewicz,
George C. Cotzias, and Melvin D. Yahr a la evidencia mas reciente existe concenso
de que el origen de la EP esta dado por la muerte de las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia nigra pars compacta (SNc) del mesencéfalo (Duvoisin, 1987; Greenfield
& Bosanquet, 1953; Lees et al., 2015; Stern, 1966).

Las neuronas dopaminérgicas de la SNc son neuronas que proyectan hacia el
nucleo estriado dorsolateral, formando la llamada via nigroestriatal. Tanto la SNc como
el ndcleo estriado forman parte de los denominados nucleos de la base (NB),
agrupaciones neuronales subcorticales que participan en funciones motoras y
cognitivas. La via nigroestriatal junto con las proyecciones que nacen en el estriado
son parte fundamental del circuito motor de los nucleos de la base, por lo que la
degeneracion de la via nigroestriatal estaria detras de la sintomatologia motora

caracteristica de la EP.
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El circuito motor de los ndcleos de la base (NB) nace en las neuronas de
proyeccion del nucleo estriado, llamadas neuronas espinosas medianas (MSN por sus
siglas en inglés). Desde las MSN estriatales se originan dos vias antagonicas de
regulacion del movimiento: la via directa y via indirecta. La via directa o estriatonigral
estd formada por las MSN que expresan el receptor dopaminérgico D1, liberan los
neurotransmisores GABA, sustancia P y dinorfina, y proyectan monosinapticamente
hacia la sustancia nigra pars reticulata (SNr) y globo palido interno (GPi). La via
indirecta o estriatopalidal, tri-sinaptica, esta formada por las MSN que expresan el
receptor dopaminérgico D2, liberan los neurotransmisores GABA y encefalina, y posee
2 relevos consecutivos, el nucleo globo péalido externo (GPe) y subtalamico (STN),
antes de alcanzar los nucleos GPi y SNr (Gerfen et al., 1990; Y. Smith et al., 1998)
(Figura 1).

El modelo candénico de los nucleos de la base postula que el balance entre la
actividad de la via directa y de la via indirecta determina el grado de excitacion que
ejerce el tAlamo sobre las cortezas motoras, medido en términos de tasa de descarga
neuronal. Las proyecciones de ambas vias convergen en el GPi y SNr modulando la
inhibicion ténica que existe sobre los nucleos ventral anterior y ventral lateral del
talamo. En condiciones de normalidad, la actividad de la via directa constituiria un
circuito de retroalimentacion positiva hacia la corteza motora, mientras que la via
indirecta tendria un efecto de retroalimentacion negativa sobre esta misma corteza.
(Albin et al., 1989; DeLong, 1990; Penney & Young, 1983) (Figura 1).

De acuerdo con el modelo canénico de los NdB, se requiere un balance preciso
en la actividad de ambas vias para la generacion de movimiento normal. El correcto
equilibrio entre ambas determinaria la ejecucion del movimiento voluntario de manera
coordinada. Bajo este paradigma, la corteza cerebral es la responsable de excitar las
neuronas de proyeccion estriatales (MSN), mientras que las proyecciones
nigroestriatales cumplen la funcion de modular la excitabilidad de estas mismas MSN
(Surmeier et al., 2007).

En los pacientes con EP, la muerte de neuronas dopaminérgicas produce un

desbalance en el funcionamiento de los NdN. La pérdida de neuronas dopaminérgicas
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en la sustancia nigra afecta directamente la excitabilidad de las MSN, perdiéndose la
sintonia existente entre la actividad de la via directa y la via indirecta. En modelos
animales se ha podido corroborar que la induccion de parkinsonismo se asocia a un
incremento de la actividad de la via indirecta y la reduccion de la actividad de la via
directa (Bergman et al., 1990). Estas observaciones sobre la hiperactividad de la via
indirecta e hipoactividad de la via directa han servido como sustento tedrico para

explicar los sintomas motores de la EP.

A pesar de las décadas de estudio y los humerosos intentos por detener o
revertir la patologia, no se ha encontrado una cura para la EP. Los tratamientos
disponibles buscan controlar los sintomas de la enfermedad, dentro de los cuales la
suplementacion farmacoldgica con precursores de la dopamina sigue siendo la
alternativa terapéutica més utilizada. A este tratamiento farmacologico se han sumado

estrategias terapéuticas neuromoduladoras que han demostrado efectividad.

Entre estas técnicas, la mas conocida es la estimulacion cerebral profunda
(DBS). La DBS busca modular la actividad neuronal en el circuito motor por medio de
pulsos de corriente entregados de manera cronica sobre los nucleos de la base,
especificamente sobre el ndcleo STN o Gpi (Okun, 2012). Esta técnica se comenzé a
utilizar a principios de los afios 70 y sigue siendo hasta el dia de hoy una alternativa
complementaria al manejo farmacoldgico tradicional (Elkouzi et al., 2019; Habets et al.,
2018).
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Coriezas motoras
SMA - PM - M1

Figura 1: Modelo del circuito motor de los nucleos de la
base.

Lineas rojas: sinapsis glutamatérgicas.
Lineas azules: sinapsis GABAérgicas.
Lineas delgadas verde/amarillo: Sinapsis dopaminérgicas.

Estriado

D2 pL o
SNc: sustancia nigra pars compacta.

STN: nicleo subtalamico.

GPe: Globo palido externo.

GPi: Globo palido interno.

SNr: Sustancia nigra pars reticulada.
GPE s“c VA: nUcleo ventral anterior.

VL: nicleo ventral lateral.

D1: receptores dopaminérgicos D1.
D2: receptores dopaminérgicos D2

“GPI/
—( STN CShr

La DBS en EP ha mostrado buenos resultados reduciendo la rigidez y
bradicinesia (Bronte-Stewart et al., 2009), pero no tiene el mismo grado de éxito
reduciendo la inestabilidad postural, pudiendo incluso aumentar esta inestabilidad
(Okun, 2012). Ademas, la DBS posee la desventaja de ser una técnica altamente
invasiva y que no esta ajena a complicaciones (Bronstein et al., 2011; Okun, 2012). En
busqueda de alternativas de neuromodulacion menos invasivas utilizables en un
namero mayor de personas y que fuesen igual o mas efectivas que la DBS se

comenzaron a investigar otros blancos terapéuticos.

En este contexto surgio evidencia que mostré que la médula espinal era un
potencial sitio de estimulacion con efectos terapéuticos en EP. La estimulacion
eléctrica de la médula espinal (desde ahora abreviado como EME) surgi6 a principios
de la década de los 70 para el tratamiento del dolor cronico (Shealy et al., 1970) y
consiste en la entrega de pulsos eléctricos sobre los cordones posteriores de la médula

espinal. De la misma manera que la electro analgesia no invasiva, la EME sobre los
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cordones posteriores de la médula espinal se basaba en la teoria de la compuerta o
“gate control” de Melzack y Wall (Linderoth & Foreman, 1999; Melzack & Wall, 1994)

El estudio de la EME como estrategia terapéutica para la EP surge el afio 2009
de estudio en modelos animales murinos, ratones y ratas, lesionados con 6-OHDA
(Fuentes et al., 2009). Este estudio demostré que la estimulacidon epidural reducia la
magnitud de los signos motores y modificaba la actividad eléctrica de los nucleos de
la base y la corteza cerebral en los animales lesionados con 6-OHDA. Posteriores
estudios en animales han indagado los efectos de la EME en ratas lesionadas con alfa
synucleina (Brys et al., 2016) y primates lesionados con 6-OHDA (Santana et al., 2014)

con positivos resultados.

La prometedora evidencia surgida en modelos animales condujo a que
comenzara a estudiarse el efecto de la EME en humanos. El primer reporte en
pacientes surgi6é el afio 2012 de un estudio donde se evalué a un paciente que se
encontraba bajo tratamiento con EME por dolor crénico y que conjuntamente padecia
EP. Se evalu6 la sintomatologia del paciente con el estimulador apagado versus
encendido, evidenciandose una significativa mejora en su desempefio motor que

ocurria durante la estimulacion de la médula espinal (Fénelon et al., 2012).

Posteriormente ha surgido mas evidencia a favor de la EME en humanos. En
pacientes que se encontraban bajo tratamiento con DBS y que recibieron
adicionalmente un implante de EME, se pudo objetivar una significativa reducciéon de
la inestabilidad postural, asociado a mayor velocidad y estabilidad en la marcha
cuando la EME era aplicada (Pinto de Souza et al., 2017). En la actualidad existen mas
ensayos clinicos siendo llevados a cabo, en algunos de los cuales ya se han reportado
positivos resultados en la reduccion de la sintomatologia motora (Samotus et al.,
2018).

Las alteraciones motoras y la mejoria observada con distintas estrategias
terapéuticas, incluyendo la EME, ha sido asociada a la regulacion de la actividad
eléctrica cerebral (Fuentes et al., 2009; Heimer et al., 2002; Kuhn et al., 2006a). Existe

evidencia, tanto de estudios en modelos animales como de registros electrofisiologicos
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intra-quirdrgicos que se realizan durante la implantacion de electrodos de DBS, de que
la EP se asocia a alteraciones en la actividad eléctrica del circuito cortico-basal
(Bronte-Stewart et al., 2009; Brown et al., 2001; Kihn et al., 2006b).

La actividad eléctrica de las neuronas a nivel local genera cambios en el
potencial extracelular, lo cual posee un efecto sumatorio que puede ser registrado
mediante electrodos implantados en el tejido. La sumatoria de la actividad se obtiene
del componente de baja frecuencia (< ~300 Hz) del registro extracelular, y es
denominado potencial de campo local (LFP) (Buzséaki et al., 2012). El LFP posee
propiedades oscilatorias, las cuales se cree constituyen un mecanismo de

comunicacién entre neuronas distantes (Buzsaki, 2004).

Las propiedades oscilatorias del LFP pueden ser analizadas por intervalos o
bandas de frecuencias. Los primeros reportes de alteraciones en la actividad
oscilatoria en primates de EP mostraron un incremento de las oscilaciones de baja
frecuencia (<30Hz) en los nucleos subtaldmico, globo palido interno (Bergman et al.,
1994; Nini et al., 1995). Posteriormente ha surgido evidencia mostrando un incremento
de esta actividad oscilatoria en &reas como la corteza cerebral de ratas lesionadas con
6-OHDA (Mallet et al., 2008). Estas oscilaciones anormales se han asociado a la
deficiencia dopaminérgica y podian ser revertidas con la administracion de agonistas
dopaminérgicos (Brown et al.,, 2001). Dichos hallazgos contribuyeron a que se
considerasen las oscilaciones entre 11 a 30 Hz , banda conocida como banda Beta,

como caracteristicas de la EP (Gatev et al., 2006).

Se ha propuesto que existe una dependencia entre esta actividad oscilatoria
considerada “patoldgica” y la actividad dopaminérgica, lo cual ha sido reforzado por la
modificacion que se genera en la actividad oscilatoria cuando se administra dopamina
de manera exdgena (Brown et al., 2001). Aunque la visién actual reconoce que existe
actividad oscilatoria de baja frecuencia, como Beta, en condiciones normales (Khanna
& Carmena, 2015), estas oscilaciones se presentan como episodios frecuentes y de
mayor duracion en condiciones de parkinsonismo, tanto en modelos animales como
humanos (Deffains et al., 2018; Little et al., 2012). Estrategias terapéuticas como la

suplementacién farmacol6gica con precursores de la dopamina y neuromodulacién
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generan una reduccién en las oscilaciones de baja frecuencia asociado al fenomeno
de mejoria motora (Brown et al., 2001; Kihn et al., 2006a; Okun, 2012).

La EME como estrategia neuromoduladora también ha demostrado reducir las
oscilaciones de baja frecuencia en el circuito cortico-basal de la mano con la mejoria
en la sintomatologia motora en modelos animales (Fuentes et al., 2009; Santana et al.,
2014). Aunque la evidencia muestra que la EME puede modificar la actividad eléctrica
en areas como el nucleo estriado y la corteza motora, el mecanismo que sustenta estas

modificaciones centrales se desconoce.

Se ha propuesto que una via por la cual la EME podria cambiar la actividad a
nivel de NB, con las consecuencias conductuales y electrofisiolégicas que conlleva,
seria por medio de la corteza cerebral. Desde los cordones posteriores se reclutaria la
via lemniscal-medial, llegando la informacién al talamo ventro-postero-lateral y desde
alli a la corteza cerebral. Siguiendo el modelo candnico de los nucleos de la base, el
ndcleo estriado es el origen de la via directa y la via indirecta de control del movimiento,
y son las proyecciones cortico-estriatales las encargadas de excitar estas vias. La EME
alcanzaria la corteza cerebral y por medio de las proyecciones cortico-estriatales y
podria restaurar la actividad eléctrica en estriado y el resto de los NdB (de Andrade et
al., 2015).

Este modelo propuesto por de Andrade se sustenta en el modelo candénico de
los nucleos de la base, donde las proyecciones excitatorias al estriado provienen
desde la corteza cerebral, y no toma en consideracion las proyecciones excitatorias
provenientes desde el tadlamo. La existencia de proyecciones talamo-estriatales se
encuentra descrita hace décadas (Albin et al., 1989; Jones & Leavitt, 1974; Y. Smith &
Parent, 1986), sin embargo el conocimiento que tenemos de la anatomia de estas

proyecciones no es equiparable al conocimiento que tenemos de su rol funcional.

Sobre las proyecciones tadlamo estriatales conocemos que se originan en el
complejo centro-mediano/parafascicular (CM/Pf), perteneciente al grupo de nucleos
intralaminares caudales talamicos y corresponden a proyecciones de tipo

glutamatérgicas (Haber, 2003; Yoland Smith et al., 2004). A diferencia de las
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proyecciones cortico-estriatales, que forman sinapsis axo-espinosas con las MSN, las
proyecciones talamo-estriatales forman sinapsis axo-dendriticas con las MSN y con
interneuronas gabaérgicas y colinérgicas del estriado. (Yoland Smith et al., 2014). Las
proyecciones del complejo CM/Pf se dirigen mayoritariamente hacia el estriado pero
existe una menor proporcion de proyecciones que se dirigen a los nucleos STN, GPe,
GPiy SNr (Féger et al., 1994; Sadikot et al., 1992).

En la actualidad sabemos que las proyecciones cortico-estriatales y las talamo-
estriatales poseen similar nimero de conexiones anatomicas con las MSN de la via
directa como con las de la via indirecta (Huerta-Ocampo et al., 2014). Durante la ultima
década ha resurgido el interés por comprender el rol de la via tAlamo estriatal dentro
del circuito motor. Los modelos mas actualizados de los NB (Figura 2) consideran las
proyecciones tdlamo-estriatales como otra via de entrada al circuito motor de los NdB
(Deffains & Bergman, 2019; Lanciego et al.,, 2012) y ha surgido evidencia que
corrobora que las proyecciones talamo estriatales estan directamente involucradas en
procesos motores. Particularmente se ha demostrado que estas proyecciones son
necesarias para la realizacion de movimientos fluidos y la iniciacion de secuencias

motoras (Diaz-Hernandez et al., 2018).
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conezas m“toras Figura 2: Modelo del circuito motor de los nucleos de la
SM“ - PM - M' base actualizado.

Lineas rojas: sinapsis glutamatérgicas.

Lineas azules: sinapsis GABAérgicas.

Lineas delgadas verde/amarillo: Sinapsis dopaminérgicas.
CM/Pf: Complejo centromediano parafascicular

SNc: sustancia nigra pars compacta.

STN: nucleo subtalamico.

Estriado ) p— GPe: Globo palido externo.
bz b1 ) GPi: Globo palido interno.
| \l&lﬂ. SNr: Sustancia nigra pars reticulada.

VA: nlcleo ventral anterior.

VL: ndcleo ventral lateral.

D1: receptores dopaminérgicos D1.
sm; D2: receptores dopaminérgicos D2

GPe

_ “GPi/
( ST * Conr ®

En la actualidad existe evidencia que describe los cambios que ocurren a nivel
anatomico y funcional en las proyecciones cortico-estriatales durante la EP (Bentea et
al., 2017; Blesa et al., 2017), no obstante los cambios que sufre la via talamo-estriatal
s6lo habian sido explorados desde la perspectiva anatomica. Tanto de andlisis
histoldgicos post mortem como de estudios en modelos animales de EP, se ha
determinado que las neuronas del complejo CM/Pf también degeneran
progresivamente desde etapas tempranas de la enfermedad (Henderson et al., 2000;
Villalba et al., 2014). En los ultimos 5 afios ha surgido evidencia que demuestra que
existen cambios funcionales talamo-estriatales en el modelo animal de EP de lesion
dopaminérgica con 6-OHDA. Estos cambios se traducen en una mayor excitabilidad
de la via indirecta por sobre la via directa, asociado a la reduccion de la actividad
motora, la cual puede ser revertida por la estimulacion de esta via tdlamo-estriatal
(Parker et al., 2016).
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Algunos autores han postulado que las interneuronas en el estriado podrian
jugar un papel relevante en el incremento de la actividad oscilatoria de baja frecuencia
(Damodaran et al.,, 2015). Dentro del grupo de interneuronas estriatales, las
interneuronas colinérgicas reciben directamente inputs desde el tdlamo y es
precisamente este grupo de interneuronas las que al ser estimuladas
optogenéticamente producen cambios en la actividad oscilatoria estriatal ademas de
cambios conductuales compatibles con los sintomas de la enfermedad de Parkinson
(Kondabolu et al., 2016).

Sumado a esta evidencia, existen recientes reportes de la que en modelos de
Parkinson la hiperactividad de la via directa estaria favorecida por las neuronas
colinérgicas y que la actividad de estas se veria afectada por la estimulacion de las
proyecciones talamo estriatales (Tanimura et al., 2019).

La EME se realiza sobre los cordones posteriores de la médula espinal, por
cuanto es esperable que su efecto alcance el talamo a nivel del nucleo VPL, punto de
relevo de la via somatosensorial. Desde el VPL no existen proyecciones anatémicas
conocidas hacia el complejo CM/Pf, sin embargo, existe evidencia que respalda que el
complejo CM/Pf responde a estimulos somatosensoriales, ademas de visuales y

auditivos (Matsumoto et al., 2012).

Las aferencias que recibe el complejo CM/Pf provienen de multiples origenes,
incluyendo areas corticales, subcorticales, y cerebelo (Yoland Smith et al., 2014). Esta
demostrado que existen dos circuitos paralelos entre el nucleo parafascicular y la
corteza cerebral: un circuito cortico-talamo-cortical y un circuito cortico-estriado-
parafascicular. En este circuito cortico-parafascicular-estriatal, neuronas que se
proyectan desde corteza cerebral forman sinapsis en el nacleo Pf con neuronas que
proyectan directamente hacia el estriado, ademas existe conectividad reciproca entre
las areas laterales del nucleo parafascicular con la corteza somatosensorial primaria
(Mandelbaum et al., 2019).

Junto con los circuitos provenientes desde la corteza cerebral, el nucleo Pf

recibe aferencias del coliculo superior. El coliculo superior es otra estructura de
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naturaleza multimodal, sobre la que convergen proyecciones desde cortezas visuales,
auditivas y somatosensoriales (Wallace et al., 1993) y a través de sus proyecciones
sobre el nucleo Pf, podria modificar la actividad eléctrica de este nacleo. Junto con
esto, el coliculo superior recibe proyecciones directas desde la sustancia nigra pars

(Hikosaka & Wurtz, 1983), el que es parte del circuito motor de los nucleos de la base.

Recordando que un 50% de las proyecciones que recibe el estriado provienen
desde el nucleo Pf (Doig et al., 2010), cualquier modificacién en la actividad eléctrica
del Pf podria resultar en cambios en el nucleo estriado. Estando demostrado que el
nacleo Pf responde a estimulos somatosensoriales (Wallace et al., 1993), es posible
gue la EME modifique la actividad eléctrica en este nucleo a través de las proyecciones
que recibe desde corteza somatosensorial o a través de un circuito mas largo que
involucre las proyecciones desde la corteza somatosensorial al coliculo superior y
desde alli al parafascicular. Coherentemente con la visibn que propone al nucleo
estriado como potencial responsable de los efectos terapéuticos de la EME (de
Andrade et al., 2015), planteamos que la EME recluta tanto a la via talamo estriatal
como la cortico estriatal, siendo el nucleo parafascicular una estructura que sufriria

cambios en su actividad eléctrica durante la aplicacion de un protocolo de EME.
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HIPOTESIS

El estado parkinsoniano inducido por lesiones neurotdxicas en el modelo de 6-
OHDA se asocia a cambios en la actividad oscilatoria del ndcleo parafascicular,
ademas de incrementos en la potencia espectral en banda beta en el circuito cortico-
estriatal. La aplicacion de estimulacion eléctrica en la médula espinal restablece la
actividad oscilatoria alterada del circuito corteza-estriado-parafascicular e incrementa

la actividad motora de los animales.

OBJETIVO GENERAL

Establecer los cambios en la actividad neural del circuito cortico-estriado-
parafascicular y en la actividad motora asociados a la estimulacion medular en ratas

lesionadas con 6-OHDA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer una métrica de la actividad motora de los animales en condicion normal
y parkinsonismao.

2. Caracterizar la actividad oscilatoria en el nacleo parafascicular, corteza motora y
nacleo estriado dorsolateral asociada a la conducta motora de los animales tanto
en la condicion control como en la condicion de parkinsonismo.

3. ldentificar los cambios en la actividad motora y la actividad oscilatoria en el nucleo
parafascicular, corteza motora y estriado dorsolateral derivados de la estimulacion
eléctrica de la médula espinal en parkinsonismo.

4. ldentificar los cambios en la actividad evocada en el nucleo parafascicular, corteza
motora y estriado dorsolateral derivados de la estimulacion eléctrica de la médula
espinal en parkinsonismo.
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METODOS

Animales

Para el desarrollo de este proyecto, se utilizaron 8 ratas adultas normales,
Sprague-Dawley, de 350-450 gr. de peso a las cuales se les indujo la condicion de
parkinsonismo neurotoxico por medio de la administracion estereotaxica de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) en el nucleo estriado de manera bilateral. Los animales se

distribuyeron en un grupo control SHAM (n=4) y un grupo 6-OHDA (n=4).

Este estudio cuenta con la aprobacion del Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales (CICUA), protocolo CBA 1009 FMUCH.

Electrodos de registro
Se disefiaron 2 arreglos de electrodos de registro consistentes en alambres de
tungsteno configurados espacialmente de manera que alcancen las areas blanco, y

dispuesto de manera de ser implantados paralelo al plano coronal (Figura 3)
Los electrodos se distribuyeron de la siguiente manera:

¢ Nducleo Parafascicular del talamo (Pf): 7 canales por hemisferio
e Corteza Motora (Caudal forelimb area, CFA): 9 canales por hemisferio

¢ Ndcleo estriado dorsolateral (STR): 7 canales por hemisferio

Electrodos medulares

Se construyeron electrodos de estimulacion medular, consistentes en dos
placas de platino de 3.5 mm x 1 mm soldadas a alambres ultraflexibles de acero
inoxidable, embebidas en silicona quirtrgica. Se dispuso una seda quirdrgica entre
ambas placas para la fijacién del electrodo en las vértebras adyacentes al segmento

implantado (Figura 3).
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Figura 3. Fila superior. Izquierda: electrodos de registro de tungsteno; Derecha: electrodo de estimulacion medular.
Fila inferior. Diagrama de electrodos proyectados en craneo de rata

Cirugias

Cada animal fue sometido a 3 cirugias para la lesion, implante de electrodo de
registro e implante del electrodo de estimulaciéon (Figura 4).

Figura 4: Diagrama de flujo de las cirugias a las que fue sometido cada animal.

Las cirugias se realizaron bajo anestesia con gas isoflurano al 3% para
induccion y 1 a 1,5% para la mantencién. Posterior a la cirugia se siguid un protocolo
de analgesia basado en la administracion de AINES (Ibuprofeno) y analgésicos

opioides (tramadol).
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1. Lesiéon con 60HDA

Para la lesion con 60HDA en el estriado bilateral se realizaron 3 perforaciones
sobre el craneo en las coordenadas estereotéxicas antero-posterior, medio-lateral y
dorso-ventral (1) 1.0, £3.0, -5.0; (2) -0.1, £3.7, -5.0; (3) -1.2, #4.5, -5.0. Se
administraron un total de 20 ug de 6-OHDA en solucién salina con 0.1% de &cido
ascorbico a una concentracion de 3,3 mg/ml en cada estriado de los animales del grupo
lesion, 2 pl de solucion por inyeccidn. Los animales del grupo control fueron sometidos
al mismo procedimiento, donde se inyectd el mismo volumen de solucion salina con

acido ascorbico al 0.1%.

Posterior a la lesion bilateral con 6-OHDA se produce afagia y adipsia, lo que
puede traducirse en una reduccidén excesiva de peso e incrementar la mortalidad de
los animales (U. Ungerstedt, 1971). Se implementd un protocolo de suplementacion
alimenticia con mantequilla de mani y leche condensada, e hidratacion por via
parenteral por 5 a 10 dias posterior a la cirugia. Este protocolo redujo las

complicaciones postquirdrgicas derivadas de la lesion.
2. Implante de electrodo de registro

Se realizaron perforaciones a nivel del craneo bajo la guia estereotaxica y se
removio cuidadosamente la duramadre. El electrodo implantado se fij6 con acrilico
dental. Durante el periodo de realizacion de las cirugias se implemento el
procedimiento de puncion de la cisterna magna previo a la realizaciéon de las
craneotomias, con objeto de disminuir el riesgo de edema cerebral e hipertension
intracraneana (Neafsey et al., 1986).

3. Implante de electrodo medular

El electrodo de estimulacién fue implantado en el espacio epidural a la altura
del segmento medular T4. Para este procedimiento se realizaba la pseudo-
laminectomia vertebral de los segmentos adyacentes y se fijo el electrodo por medio

de la sutura quirdrgica a las vértebras adyacentes. Los cables de estimulacion se
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posicionaron de manera subcutanea en la zona dorsal y el conector para el electrodo

medular se fij6 sobre el craneo utilizando acrilico dental.

Protocolo de estimulacion

Se configuré un protocolo de estimulacion consistente en pulsos cuadrados
bifasicos de 500 us de duracién, y se establecieron 4 frecuencias de estimulacion a
probar: 30,60,130 y 300 Hz (Figura 5).

La intensidad de estimulacion se determiné para cada sesion: Los animales se
eran conectados a los dispositivos de registro y estimulacion, y eran estimulados con
un tren de pulsos de 1 segundo con la misma frecuencia que se utilizaria durante la
sesion. La intensidad se aumentaba de manera gradual hasta que se observaba un
cambio conductual, manifestado como un movimiento de vibrisas, de cabeza o el

cuerpo, y que era consistente con el momento de la estimulacion.

........... FRECUENCIA
15Hz
60 Hz
130 Hz
300 Hz

100 us

1
L

Figura 5: diagrama del protocolo de estimulacién y la forma de pulso utilizada
Protocolos de registro

Para el registro electrofisiol6gico y estimulacion, los animales fueron colocados
en una caja transparente de 32 x 25 x 30 cm donde podian desplazarse libremente.

Cada animal fue registrado una vez al dia con una frecuencia de 3 veces por semana.

El protocolo de registro consistio en 15 minutos de registro pre-estimulacion,
seguidos de 15 minutos de registro y estimulacion y luego 15 minutos de registro post

estimulacion (Figura 6).
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Pre estimulacion
(15 min)

Post estimulacion
(15 min)

Figura 6: Diagrama de flujo de una sesién de registro tipo.
Procesamiento electrofisiolégico

Para la adquisicion del registro electrofisiologico se utilizd la placa de
adquisicion Open Ephys® y el software de registro “Open Ephys Gui” a una frecuencia
de muestreo de 30 KHz. La sefial se re-muestre6 de 30KHz a 1000Hz. Los canales
con mala sefial fueron eliminados de manera automatizada, realizando un analisis de
correlacion entre pares de canales dentro de cada area. Los canales que presentaban
correlaciones equivalentes al azar, con un umbral de 0,65 como punto de corte, fueron
removidos. Posteriormente, se re-referencio cada canal sustrayendo la sefial promedio

de todos los canales pertenecientes a la misma area.

Anadlisis de actividad oscilatoria

La sefial de LFP procesada se dividié en ventanas de 1 segundo, con pasos de
0,5 segundos. Se removieron automaticamente los artefactos con una diferencia peak
a peak de mas de 1mV y las sefiales planas. Se calcul6 la densidad de potencia
espectral (PSD) con el método de multitaper en el rango de frecuencia de 0,5 a 80 Hz,
en intervalos de 1 Hz. Se escogid utilizar multiples DPSS tapers (discrete prolate
spheroidal sequences, 3 tapers). Los valores de PSD fueron transformados a decibeles
(dB) aplicando el logaritmo natural multiplicado por 10.

Analisis de actividad evocada

Para el andlisis de la actividad evocada se tomaron ventanas de tiempo
alrededor de cada pulso de corriente. Se sustrajo la mediana de todos los canales a
cada canal. Para establecer la magnitud de la respuesta post pulso de corriente en
relacion al periodo pre-pulso se estandarizo cada canal a un z score. Se promedio la
sefal de potencial de campo local de todas las ventanas de cada registro. El tamafio

de las ventanas se definié6 de acuerdo con el periodo asociado a la frecuencia de
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estimulacién. Para cada frecuencia utilizada se seleccionaron las siguientes ventanas

descritas en la tabla 1.

Frecuencia | Tiempo previo al | Tiempo posterior
pulso al pulso
15 Hz 10 ms 60 ms
60 Hz 20 ms 60 ms
130 Hz 12 ms 40 ms
300 Hz 8 ms 25 ms

Tabla 1: Ventanas de tiempo para analisis de actividad evocada segun frecuencia de estimulacion

Registro y procesamiento de sefiales de aceleracion

Las placas preamplificadoras (Intan ® RHD2132 amplifier/accelerometer board)
gue se unen a los conectores implantados en el animal poseen sensores de
aceleracion que registran los cambios de velocidad en 3 ejes de movimiento (X,y y z).
Esta sefial es registrada y almacenada con la misma frecuencia de muestreo de 30KHz

de la sefal electrofisiolégica.

La sefial obtenida de los acelerometros se dividié en ventanas de 1 segundo.
Para el rango de frecuencia de sefal de 1 a 45 Hz, se calculé el PSD promedio de
cada eje de movimiento (x,y y z). Se promediaron los PSD de los 3 ejes, obteniéndose
un Unico valor por ventana, el que denominamos “indice motor” (“motion index” en

inglés).

Para compensar las diferencias sutiles en la posicion de los acelerémetros que
podrian ocurrir en cada registro de cada animal, se normalizaron los valores
individuales de indice motor en un espacio comun. Se utilizd una técnica no
paramétrica para la estimacion de la funcién de densidad mediante el uso de un kernel
gaussiano. Se tomo el primer peak de probabilidad de la funcién de densidad de
probabilidad como el valor de normalizacién, el cual se sustrajo de los valores
individuales de indice motor. De esta forma, para cada animal, el primer peak de la

densidad siempre se posicioné en el valor O de indice motor.
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Analisis de velocidad instantanea

Para el célculo de la velocidad instantanea se utilizd el registro en video
obtenido, el cual se proces6é mediante el algoritmo de seguimiento de posicion del
programa Bonsai (Figura 7), el cual expresa el desplazamiento en pixeles por unidad

de tiempo.

Figura 7. Ejemplo representativo del seguimiento del movimiento del animal realizado mediante el programa Bonsai.
Izquierda: deteccién del desplazamiento del animal mediante el uso de programa Bonsai. Derecha: Mapa de los
desplazamientos del animal en base a las coordenadas detectadas.

Inmunohistoquimica

Los animales fueron anestesiados con una dosis de ketamina (100 mg/Kg) y
Xilacina (10 mg/Kg) y se realiz6 la perfusion transcardiaca con 0.9% de solucién salina
y 4% de para formaldehido (PFA). Se removieron los cerebros y se fijaron en PFA al
4% por 24 horas a 4°C. Se realizaron los cortes coronales en criostato en secciones
de 30 um.

Se inactivl la peroxidasa enddgena utilizando una solucién de peréxido de
hidrégeno 0.3% por 30 min a temperatura ambiente. Se lavé la muestra repetidamente
en una solucion de tampon fosfato salino (PBS). Las muestran se incubaron en una
solucion de bloqueo (BSA 0.5% + Triton 0.2% en PBS) por una hora a temperatura

ambiente. Se incubaron las muestras con un anticuerpo primario (Anticuerpo policlonal



28

Anti-tirosina hidroxilasa, Merck, Cat # Abl152; 1:1.000) en la misma solucién de

bloqueo, durante toda una noche a 4°C.

Al siguiente dia, se lavaron las muestras en PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario biotinilado por 2 horas a temperatura ambiente, seguido por el
complejo Vectastain ABC-peroxidasa (vector Labs, cat PK- 4001) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Finalmente, las secciones se tifieron con 3,3
diaminobencidina (Sigma Cat #D5905) en tampoén Tris (Sigma Cat #T5030) por 4 -5

minutos, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se montaron los cortes coronales en placas y se digitalizaron las imagenes
utilizando un scanner Epson L355 (8 bits, resoluciéon de 4800 dpi). Se analizaron 12
cortes por animal para obtener una cuantificacion representativa del estriado. Se
calcul6 la densidad Optica del estriado utilizando el software ImageJ. Se determiné el
porcentaje de pérdida estriatal en los animales lesionados en referencia a la tincion de

TH+ en los animales controles.
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RESULTADQOS

OBJETIVO 1: Establecer una métrica de la actividad motora de los animales en

condicién normal y parkinsonismo

Resultado: El indice motor basado en acelerometria es una métrica que

discrimina el estado motor de los animales.

Para determinar el estado motor de los animales, medimos la velocidad
instantanea a la que se mueven los animales mediante registro de video, y la
aceleracion de los animales mediante sensores de aceleraciéon. Con la informacién de
la aceleracion se calcul6 un indice que integra los 3 planos, el que denominamos indice

motor.

A diferencia de la velocidad instantdnea, que representa principalmente los
movimientos de locomocion, el indice motor cuantifica cualquier movimiento realizado
por la cabeza del animal en los 3 planos del espacio, permitiendo discriminar la
inactividad de cualquier tipo de actividad motora, por ejemplo, movimientos de cabeza

0 postura erguida, locomocién, etc.

Dado que ambas métricas indican movimiento medido de maneras diferentes,
estudiamos la correlacién entre el indice motor y la velocidad instantdnea en un
subgrupo de animales, (grupo 6-OHDA n=2, grupo sham n=2), registrados durante
sesiones de 40 minutos, durante la cual se colocaron objetos para promover el

movimiento de los animales.

Al comparar el histograma en dos dimensiones de indice motor y velocidad
instantanea, observamos una correlacién positiva entre estas variables (rho de
Spearman=0,5; p<0,001, Figura 8). Si bien la correlacion fue positiva, al analizar la
distribucion de los datos de los histogramas se obtuvieron diferencias entre ambas
variables. La velocidad instantdnea mostrd una distribucién unimodal, (Hartigan Test

Dip de unimodalidad, estadistico dip=0,027; p=0,24. Figura 8B derecha), mientras que
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el indice motor mostré poseer una distribucion no unimodal tanto en los animales 6-

OHDA como controles (estadistico dip=0,039; p=0,005. Figura 8B, superior).
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Figura 8: Correlacion existente entre la velocidad instantdnea expresada en pixeles/segundo y el indice motor. La
linea punteada representa el umbral definido para clasificar el indice motor como alto o bajo movimiento. Los
histogramas representan la distribucién de los datos de indice motor (superior) y de velocidad instantanea (derecha)

Debido a que el indice motor posee caracteristicas bimodales establecimos que
cada peak representaba un estado de movimiento distinto. Para realizar esta
categorizacion se ajustd una curva gaussiana a la primera moda de la distribucion y se
definié un umbral de dos desviaciones estandar como limite. Se consigné como “bajo
movimiento” valores de MI normalizado menores a 5 (del Ml normalizado) y “alto

movimiento” valores de MI normalizado superiores a 5.

Con el proposito de analizar la velocidad instantanea en base a esta definicion
de estados de alto y bajo movimiento, realizamos una conversion estimada de las
unidades de pixeles/segundo en centimetros/segundo y graficamos su distribucion. Al

realizar la conversién cuantificamos que la mayoria de los eventos de movimiento se
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dan con velocidades menores a 5 cm/s, siendo la velocidad mas frecuente 0,9 cm/s
(Figura 9).

Histograma velocidad instantanea
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Figura 9: Histograma con la distribucién de velocidad para el grupo de animales 6-OHDA y grupo Control.

A pesar de los valores bajos de velocidad instantdnea podemos encontrar que
para una misma velocidad instantanea existen eventos con disimil indice motor. Esta
situacién es evidenciada con mayor claridad cuando graficamos el indice motor en

funcion de la velocidad medida en cm/s (Figura 10).
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Figura 10: indice motor segun valor de velocidad instantanea para un subgrupo de animales (n=4)

Estas diferencias entre el indice motor y la velocidad instantanea pueden estar
dadas por los desplazamientos en el eje vertical. Al graficar la velocidad instantanea
de los animales y el indice motor en relacién con el tiempo, marcando el umbral de
cambio de estado que definimos (indice motor =5), vemos que existen 3 posibles
combinaciones: la primera donde tanto el indice motor como la velocidad instantdnea
del animal indican que el animal se estd moviendo; la segunda donde el indice motor
y la velocidad instantdnea indican que el animal estd en reposo, y una tercera
combinacion donde segun el indice motor el animal estd en movimiento, pero en

reposo segun la velocidad instantanea.
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Figura 11: Registro del movimiento de un animal mostrando la variacion de indice motor y de velocidad instantanea
en el tiempo. La linea punteada gris en el grafico de indice motor indica el umbral definido para alto versus bajo
movimiento

Como se observa en la Figura 11, entre el estado 2 y el estado 3 el animal no
cambio su posicién espacial, por lo que el movimiento que sefala el indice motor esta
posiblemente dado por movimientos sin desplazamientos detectables mediante el

analisis por video.

Considerando la correlacién positiva existente entre la acelerometria y la
velocidad instantanea, y la capacidad del indice motor de detectar movimientos en
todos los planos, aun en ausencia de locomocion, se seleccion6 el indice motor como
métrica de movimiento para analisis posteriores. A partir del umbral definido a través
de la distribucién bimodal del indice motor, se establecieron dos estados: inactivo vs

activo.

Resultado: Los animales controles y 6-OHDA no presentan niveles diferentes de

actividad motora en condiciones de movimiento libre.

El andlisis inmunohistoquimico de 2 de los 4 animales lesionados mostré una

pérdida promedio de 79.8% de tincion de tiroxina hidroxilasa en neostriado en
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comparacion con la tincion de animales controles, lo que da cuenta de la efectividad
de la lesion por 6-OHDA.

Como se detalla en el protocolo de registro, previo a la estimulacion, los
animales fueron registrados por 15 minutos en condiciones de movimiento libre. Esta
etapa previa a la estimulacion se usé para realizar el andlisis conductual y
electrofisiolégico del estado basal de los animales. En dos animales del grupo lesion,
ademas, se realizdé el registro de actividad basal bajo el efecto del agonista

dopaminérgico levodopa.

Para el analisis de actividad motora basal, se calcul6é el indice motor de los
animales en el tiempo, en ventanas de 1 segundo. Se promediaron los valores de
indice motor de todas las ventanas para los 15 minutos de registro y se obtuvo un valor
promedio de indice motor para cada categoria: control, lesion, y lesion bajo efecto de

levodopa.

En base a este indicador, se determind que el indice motor del grupo control
(n=4, media MI=-160,18) no diferia significativamente del indice motor del grupo 6-
OHDA (n=4, media MI=-160,17), (ANOVA 1 factor, F(1,39)=0,615; p=0,438). No se
comparoé estadisticamente con el grupo tratado con Levodopa por ser un grupo solo
de 2 animales, que no mostraron un comportamiento consistente (n=2, media MI= -
152,66) (Figura 12).
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Figura 12: Indice motor por grupo. Linea negra representa la mediana de cada grupo. El grupo Lesién + L-Dopa
corresponde a dos animales del grupo lesién a los cuales se les realizaron registros bajo el efecto del farmaco
levodopa.
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Debido al fenobmeno de habituacion, con el transcurso de los minutos es
esperable que los animales dejen de explorar el entorno y con esto reduzcan su
actividad motora, por lo tanto, al promediar los valores de indice motor de una ventana
de tiempo de 15 minutos, es posible que las potenciales diferencias en la actividad

motora de los animales se diluyan y no sean detectables.

Para identificar si existian diferencias en el tiempo en la conducta motora de los
animales durante los 15 minutos de registro en movimiento libre, se analiz6 la variacion
del indice motor de los animales por grupo en todos los registros realizados. Este
analisis arroj6 que los animales controles y los animales 6-OHDA no presentan

diferencias en su conducta motora en el tiempo (Figura 13).
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Figura 13. indice motor en el tiempo. Promedio en el tiempo del indice motor seglin grupo de todos los registros de
cada animal con intervalos de confianza de 95%.

Para contrarrestar el efecto de la habituacion que puede existir en el tiempo
debido a los registros reiterados, se analiz6 el indice motor en el tiempo considerando
Unicamente el primer registro cada animal. Este analisis corrobor6 que el
comportamiento motor no presenta diferencias asociadas al grupo al que pertenecen

los animales (Figura 14).



36

indice motor en el tiempo: primer registro por grupo
75

50

25

indice motor

-25

0 250 500 750
Tiempo (s)

Grupo 6-OHDA -~ Control

Figura 14. indice motor en el tiempo. Promedio del indice motor segtin grupo del primer registro de cada animal
con intervalo de confianza del 95%.

En resumen, concluimos que el indice motor es una métrica que permite tanto
determinar el nivel de actividad motora de los animales, asi como clasificar dos estados
de movimiento: activo e inactivo. Ademas de clasificar segin estado de movimiento,
pudimos utilizar el indice motor para comparar la magnitud del movimiento de los

animales de cada grupo.

OBJETIVO 2: Caracterizar la actividad oscilatoria en el nacleo parafascicular, corteza
motora y nucleo estriado dorsolateral asociada a la conducta motora de los animales

tanto en la condicién control como en la condicién de parkinsonismo

De la misma manera que en el analisis conductual, para el andlisis de la
actividad oscilatoria basal, se utilizaron los 15 minutos previos al inicio del protocolo
de estimulacion de registro la actividad de potencial de campo local en corteza motora
(caudal forelimb area, CFA), estriado dorsolateral (STR) y nucleo parafascicular (Pf).
Resultados preliminares indicaban que la actividad oscilatoria presentaba incrementos
y reducciones de potencia espectral en distintas bandas de frecuencia en animales

lesionados (Figura 15, superior).
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Para evaluar si el cambio en la actividad oscilatoria se correlaciona al estado
motor, se elimind la organizacion por la dimension temporal y se redistribuyeron las

ventanas de 1 segundo de acuerdo con el indice motor en un orden ascendente (Figura
15, inferior).

Ademas, para determinar la relacion entre el movimiento y la actividad
oscilatoria a distintas frecuencias, se calculd el coeficiente de correlacion entre el
indice motor y la potencia espectral de la actividad oscilatoria en bandas frecuencia de
1 Hz. Para calcular esta correlacién se determiné el coeficiente de Spearman para
cada serie de frecuencia vs la potencia espectral, lo que se representd como

coeficiente rho de Spearman vs. Frecuencia (Figura 15, izquierda)
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Figura 15. Actividad oscilatoria registrada en la corteza motora derecha (rM1) de un animal lesionado. Superior:
magnitud del movimiento de acuerdo con datos de acelerdmetros. Inferior: Espectrograma de la actividad oscilatoria
segun magnitud del movimiento registrado por los acelerometros. Subgréfico izquierdo: Correlacion de Spearman
entre bandas de frecuencia y actividad motora registrada a través de acelerémetros.
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Resultado: En la corteza motora y estriado dorsolateral, la actividad
oscilatoria menor a 30 Hz correlaciona negativamente con el movimiento,
mientras que la actividad oscilatoria mayor a 30 Hz correlaciona de manera
positiva con el movimiento, tanto en animales lesionados como en animales

controles.

A patrtir de las mediciones de indice motor y la consecuente categorizacion del
estado motor de los animales en activo e inactivo, realizamos la comparacion de la
actividad oscilatoria observada en cada hemisferio cerebral de todos los animales

durante el estado inactivo, versus el estado activo.

Para esta comparacion se convirtié la actividad oscilatoria de decibeles a
unidades z (z-score), tomando como referencia el promedio de potencia espectral de
cada frecuencia en las ventanas correspondientes al estado inactivo. Posteriormente
se calculd la correlacion existente entre la potencia espectral de cada frecuencia en
intervalos de 1 Hz con el indice motor mediante una correlacion de Spearman (Figura
16).
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Figura 16. Actividad oscilatoria organizada segun indice motor ascendente y expresada en valores de z score para
el grupo control y el grupo lesionado (6-OHDA), y correlacién de cada frecuencia con el indice motor calculado
como coeficiente de Spearman (p). CFA: Caudal forelimb area. STR: estriado dorsolateral. Pf: ncleo parafascicular
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Tanto para la corteza motora (CFA), como para el nacleo estriado dorsolateral
(STR) se observd que la correlacion entre la actividad oscilatoria y el indice motor
transita de valores negativos en las frecuencias mas bajas a valores positivos en las
frecuencias més altas. Este fendmeno se mantiene tanto en el grupo de animales 6-
OHDA (Figura 17, derecha) como en el grupo de animales controles (Figura 17,
izquierda). Particularmente las frecuencias alrededor de los 6 Hz presentaron una
correlacibn menos negativa, cercana a cero en los animales controles en comparacion
con los animales 6-OHDA (Figura 17, recuadro rojo)
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Figura 17. Correlacion de cada frecuencia con el indice motor calculado como coeficiente de Spearman (p). CFA:
Caudal forelimb area. STR: estriado dorsolateral.

Esta correlacion entre actividad motora y actividad oscilatoria conservada
independiente del estado parkinsoniano de los animales constituye un hallazgo
relevante dado que han existido mdultiples intentos por utilizar la actividad oscilatoria

como biomarcador en el disefio de estrategias terapéuticas, especialmente en el
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campo de la estimulacion cerebral profunda. Por esta razon los resultados descritos
fueron parte importante de la evidencia plasmada en el articulo “Cortico-Striatal
Oscillations Are Correlated to Motor Activity Levels in Both Physiological and
Parkinsonian Conditions” publicado en Frontiers in Systems Neuroscience el 13 de
agosto de 2020, siendo la autora de esta tesis primera autora del articulo. Cabe
mencionar que en este articulo se incluyeron animales registrados por un grupo
colaborador en la universidad de Lund, cuyos resultados se encontraban en la misma

linea que los nuestros.

Resultado: Tanto en animales lesionados como animales controles, la
actividad oscilatoria de 2 a 8 Hz en el nucleo parafascicular correlaciona de

manera positiva con el indice motor

En el ndcleo parafascicular por su parte, el comportamiento de la actividad
oscilatoria con respecto al indice motor es similar que lo descrito en CFA 'y STR, con
una correlacién positiva de las frecuencias superiores a 25 Hz aproximadamente
(Figura 18). Aunque las frecuencias menores a 25 Hz poseen una correlacién negativa
con el indice motor, entre 2 a 8 Hz se observa una transicion hacia valores positivos
de correlacion. Esto queda en evidencia como un incremento progresivo de potencia
espectral en la banda de 8 a 12 Hz en el nucleo parafascicular en relacion con el indice
motor. Este fendmeno se observa tanto en animales lesionados con 6-OHDA como en

animales controles (Figura 18, recuadro rojo).

Tanto para los animales del grupo 6-OHDA y grupo control la frecuencia en la
gue se encontro el peak de correlacion con el indice motor estuvo alrededor de los 7
Hz (Figura 19).
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Figura 18. Actividad oscilatoria ordenadas segun indice motor y expresada en valores de z score para el grupo
control y el grupo lesionado (6-OHDA), y correlaciéon de cada frecuencia con el indice motor calculado como
coeficiente de Spearman (p). CFA: Caudal forelimb area. STR: estriado dorsolateral. Pf: nlicleo parafascicular
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Figura 19: Frecuencia asociada al peak de correlacion con el indice motor. Correlacion calculada para intervalos
de frecuencia de 1 Hz.

Resultado: En la corteza motora (CFA), los animales lesionados versus los
controles presentan diferente potencia espectral en las frecuencias de 25 a 45
Hz; mientras que en las frecuencias de 12 a 25 Hz la potencia espectral cambia
de acuerdo con el nivel de actividad motora de los animales, tanto en los
animales 6-OHDA como en los controles.

Para analizar los cambios en la densidad de potencia espectral en las distintas

condiciones experimentales, definimos bandas de frecuencia de interés.
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Seleccionamos los puntos de corte de los intervalos alrededor de los valores donde la

correlacion presentaba un cambio de signo y/o existian diferencias en la correlacion.

Las frecuencias menores a 12 Hz se subdividieron en dos bandas de frecuencia
alrededor de los 8 Hz por ser el intervalo donde existian diferencias evidentes de
correlacion al comparar las 3 éareas (Figura 20). Las 5 bandas de frecuencia
seleccionadas correspondieron a: 2-8 Hz, 8-12 Hz, 12-25 Hz, 25-45 Hz y 55-90 Hz.
Los intervalos de frecuencia de cada una de estas bandas, a excepcion de la banda
2-8 Hz, se solapan en gran medida con las bandas de frecuencia clasicas descritas en
la literatura: banda alfa (8-10 Hz), banda beta (10-30 Hz), gamma baja 30 a 80 Hz
(Buzsaki, 2004). La banda 2-8 Hz corresponde a dos bandas clasicas de distinto tenor,

banda delta (aprox. 4 Hz) y theta (aprox. 7 Hz).
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Figura 20. Bandas de frecuencia establecidas para analisis de densidad de potencia espectral representadas en
franjas de colores. CFA: corteza motora “Caudal Forelimb Area”. STR: nucleo estriado dorsolateral. Pf: nucleo

parafascicular

Para el andlisis de potencia en las bandas de frecuencia especificadas,
promediamos la densidad de potencia espectral (PSD) de ambos hemisferios de cada
animal, obteniendo un solo valor de PSD por area registrada en cada animal. Para
cada banda de frecuencia, se calculé el PSD promedio cuando el animal se encontraba

activo, y un PSD promedio cuando el animal se encontraba inactivo.

Para determinar la existencia de diferencias en los valores de PSD realizamos

pruebas de ANOVA de dos factores con correccion de Holm-Bonferroni por



44

comparaciones multiples, buscando establecer si las diferencias obtenidas se

explicaban por el grupo al que pertenecian los animales (Controles vs 6-OHDA) o al

indice motor (Alto vs Bajo).

En corteza motora (CFA) se presentaron diferencias significativas en 2 de las 5

bandas de frecuencia (Figura 21). Primero, de manera consistente con lo observado

en el analisis de correlacion previo, existe un efecto significativo del indice motor en
la banda de 12 a 25 Hz [F(1,12)=11,018; p=0,006; n?=0,463], sin encontrarse efecto

para el grupo ni la interaccion entre grupo e indice motor en estas bandas.

La segunda banda que presento diferencias fue la banda de 25 a 45 Hz, siendo

significativo el efecto para el grupo [F(1,12)=43,74; p<0,001; n?=0,74]. En esta banda

el indice motor y la interaccién entre indice motor y grupo no presentaron diferencias.
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Figura 21. Densidad de potencia espectral en CFA seguln grupo e indice motor.
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Resultado: en el estriado dorsolateral (STR), los animales lesionados versus los
controles presentan diferente potencia espectral en las frecuencias de 25 a 45
Hz.

En el nlcleo estriado dorsolateral (STR), solo una banda de las 5 bandas

estudiadas presento diferencias significativas (Figura 22).

Para el factor grupo, las diferencias significativas se encontraron en las bandas
de 25 a 45 Hz [F(1,12)=15,744; p=0,002; n?=0,509]. No existieron diferencias
significativas para el factor indice motor ni para la interaccion entre indice motor y

grupo en ninguna banda.
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Figura 22. Densidad de potencia espectral en STR segun grupo e indice motor.

Resultado: en el nucleo parafascicular (Pf), la potencia espectral cambia de
acuerdo con el nivel de actividad motora de los animales en la banda de

frecuencias de 25 a 45 Hz, tanto en los animales 6-OHDA como en los controles.



46

En el nacleo parafascicular (Pf) también se encuentran diferencias significativas

asociadas al indice motor y al grupo. De las 5 bandas estudiadas 1 banda present6

diferencias significativas.

Para el factor indice motor, la banda de 25 a 45 Hz present6 diferencias
significativas [F(1,12)=12,198; p=0,004; n°=0,496]. En esta banda el grupo y la

interaccion entre indice motor y grupo no presentaron diferencias (Figura 23).

A pesar de existir una tendencia que marcaba diferencia segun el grupo en

varias bandas, estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica. Tampoco

existieron diferencias para la interaccion entre indice motor y grupo en ninguna banda

estudiada.
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Figura 23. Densidad de potencia espectral en Pf segiin grupo e indice motor.

Por lo tanto, en condiciones de movimiento libre, la actividad electrofisiolégica

presenta modulaciones asociadas tanto a la condicion grupo (lesién) como al indice

motor en todas las areas estudiadas. Existen bandas de frecuencia cuya potencia

espectral se asocia al indice motor de los animales en las 3 areas estudiadas y otras
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bandas de frecuencia cuya potencia espectral se asocia al grupo al que los animales
pertenecen. Estas asociaciones estan presentes en las 3 areas cerebrales estudiadas.

La tabla 2 sintetiza los resultados por banda de frecuencia en cada area estudiada con

la estadistica correspondiente que apoya los resultados

BANDA CFA STR Pf
2-8 Hz Sin diferencias Sin diferencias Sin diferencias
8-12 Hz Sin diferencias Sin diferencias Sin diferencias
indice motor L . L )
12-25 Hz ?=0,463 Sin diferencias Sin diferencias
) Grupo Grupo indice motor
25-45 Hz n2=0,74 n2=0,509 n?=0,496
55- 90 Hz Sin diferencias Sin diferencias Sin diferencias

Tabla 2: Resumen de factores que presentaron significancia estadistica en analisis ANOVA de dos factores
(Grupo x Indice Motor). nZ tamario del efecto del factor

OBJETIVO 3: Identificar los cambios en actividad motora y en la actividad oscilatoria
en el nacleo parafascicular, corteza motora y estriado dorsolateral derivados de la

estimulacion eléctrica de la médula espinal en parkinsonismo.

De acuerdo con el protocolo establecido, todos los animales fueron sometidos
a la estimulacion epidural con 4 frecuencias de estimulacién continua: 300 Hz, 130 Hz,
60 Hz y 15 Hz. Cada sesién consistié en 15 minutos de registro de actividad basal, 15
minutos de registro con estimulacién epidural y 15 minutos de registro de actividad

posterior a la estimulacion.

Resultado: La estimulacién epidural aplicada con una frecuencia de 15 Hz se
asocid a un incremento en la actividad motora tanto en los animales 6-OHDA

como en los controles.

Para cada periodo del registro (Pre-estimulacién, estimulacion y post-
estimulacién) calculamos el indice motor promedio y determinamos la existencia de
diferencias entre estos periodos mediante una prueba ANOVA de medidas repetidas

de un factor.
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Durante la EME se produjo el incremento de la actividad motora, reflejado como
un mayor indice motor promedio, en el grupo control y en el grupo lesién con las 4
frecuencias de estimulacion utilizadas, aunque Unicamente en la frecuencia de 15 Hz
se observaron diferencias significativas en los animales controles (n= 4, 5 sesiones de
registro) [F(2,12)=8,478; p=0,005; n?=0,585]. En los animales 6-OHDA las diferencias
observadas no alcanzaron significancia estadistica (n=3, 3 sesiones de registros),
aunque el tamafio del efecto en esta condicion es similar al observado para los
animales controles [F(2,6)=4,406; p=0,067; n?=0,595] (Figura 24).

indice motor segun grupo y condicion
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Figura 24. indice motor promedio en cada etapa de estimulacion, segun grupo y frecuencia de estimulacion.

Todos los registros incluidos

Al analizar la distribucion del movimiento de los animales se observé que los
animales del grupo control y el grupo 6-OHDA permanecen en estado inactivo con
mucha mayor frecuencia de lo que se encuentran en estado activo. Es posible observar
un incremento en los episodios “activos” durante la estimulacién de 15 Hz, lo cual es
coincidente con lo observado al calcular el promedio del indice motor de los 15 minutos

de estimulacioén. (Figuras suplementarias, anexo 1).



49

Resultado: La estimulacion epidural no se asocié a modificacion en la potencia

espectral tanto en los animales 6-OHDA, como en los animales controles

De la misma manera que para el objetivo 2, para el andlisis espectral calculamos
el promedio de la densidad de potencia espectral (PSD) en los periodos pre-
estimulacién, estimulacién y post estimulacion para las bandas de frecuencias: 2 a 8
Hz, 8 a 12 Hz, 12 a 25 Hz, 25 a 45 Hz y 55 a 90 Hz.

Calculamos la media del PSD de los dos hemisferios de cada animal, de modo
de obtener un unico valor de PSD por area registrada, el cual analizamos por medio
de una prueba de ANOVA de medidas repetidas de un factor dentro de cada grupo de

animales.

Las magnitudes promedio de PSD no presentaron cambios durante la
estimulacién medular para ninguna frecuencia de estimulacion utilizada, en ninguna
de las areas estudiadas (CFA, Figura suplementaria 2; STR, Figura suplementaria 3;

Pf, Figuras suplementaria 4).

Para representar visualmente los cambios en la magnitud de PSD durante el
periodo de estimulacién en comparacién al periodo pre-estimulacion, considerando las
4 frecuencias de estimulacién utilizadas y las 5 bandas de frecuencia de actividad
oscilatoria analizadas, calculamos el ratio entre la PSD durante la EME y previo a la
EME. Este ratio se encuentra cercano a 1 en las 3 areas estudiadas: CFA, STR y Pf
(Figura 25).
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Por lo tanto, con respecto al objetivo 3 establecimos que la estimulacion de la
médula se asocié a cambios en la actividad motora que alcanzé significancia
estadistica sélo en una de las frecuencias estudiadas. Posiblemente esta falta de

significancia estadistica esté relacionada con la variabilidad intra-sujetos sumado al
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reducido tamafio muestra. Similarmente, la actividad electrofisiologica, representada
por la media de PSD de las 3 etapas de cada registro, no demostro diferencias

atribuibles a la estimulacion.

OBJETIVO 4: Identificar los cambios en la actividad evocada en el nlcleo parafascicular,
corteza motora y estriado dorsolateral derivados de la estimulacion eléctrica de la médula

espinal en parkinsonismo

Debido a la ausencia de cambios significativos en la potencia espectral, en
todas las areas estudiadas, durante la estimulacion de la médula espinal, surge la
necesidad de comprobar que la EME que utillizamos sea capaz de producir

modificaciones en la actividad electrofisiolégica a nivel central.

La actividad oscilatoria corresponde a la actividad conjunta y sincronizada de
poblaciones neuronales en el tiempo. La ausencia de cambios en el PSD que
obtuvimos podria explicarse por al menos dos motivos. En primer lugar, que la EME
utilizada careciese de la intensidad suficiente para generar modificaciones de la
actividad eléctrica cerebral, lo que puede verse reflejado en una ausencia de actividad
evocada en las areas registradas. Una segunda explicacion corresponderia a que los
cambios generados por la EME fuesen de naturaleza transitoria por lo que no
necesariamente se verian reflejados en cambios en la actividad oscilatoria en una

ventana larga de andlisis.

Resultado: la EME es capaz de generar unarespuesta evocada en todas las areas
registradas del circuito cortico-talamo-basal

De las 4 frecuencias de estimulacion utilizadas, la frecuencia de 15 Hz ofrece la
ventana mas amplia para el analisis de la respuesta evocada. Al estudiar la respuesta
evocada por los pulsos de corriente de las sesiones de EME a 15 Hz establecimos que

existe respuesta evocada en todas las areas registradas (Figura 26).
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Figura 26. Ejemplos representativos de potenciales evocados en 3 animales, en un canal de cada area registrada

Resultado: La respuesta a altas frecuencias no posee caracteristicas evocadas

Para las frecuencias mayores de 15 Hz, el periodo entre pulsos resultd ser
insuficiente para analizar actividad evocada, debido a que observamos respuestas
ciclicas de baja amplitud que poseian la misma frecuencia que la estimulacion. Esta
respuesta poseia el mismo comportamiento previo y posterior a la entrega del pulso

de corriente (Figura 27).
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Figura 27. Ejemplos representativos de potenciales “evocados” en frecuencias de 60, 130 y 300 Hz

Para analizar de manera objetiva la magnitud de la respuesta evocada
(existencia de diferencias entre la amplitud de la actividad previa y posterior al pulso),
se estandarizé la respuesta post-pulso en medidas de z-score, usando como
referencia o linea base una ventana de tiempo previa al pulso de un 1/5 de duracion
en comparacion a la ventana posterior al pulso. La amplitud méaxima de la respuesta,

se obtuvo midiendo la diferencia entre el peak maximo y el valle minimo de la ventana

post-pulso.

Al graficar la amplitud maxima de la respuesta evocada, evidenciamos que la
amplitud obtenida con la estimulacion de 15 Hz fue de mayor magnitud en comparacion
a las otras frecuencias de estimulacion. Al calcular la correlacion existente entre la
frecuencia de estimulacién y la amplitud de respuesta (mediante el célculo de
correlacion de Pearson), obtuvimos una correlacion negativa en todas las areas, por
tanto, la magnitud de respuesta fue consistentemente menor en las frecuencias mas

altas de estimulacién (Figura 28).
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En resumen, con respecto al objetivo 4 pudimos determinar que la EME si fue
capaz de generar respuesta evocada a nivel de las areas registradas, incluido el ntcleo
parafascicular. Para frecuencias de estimulacibn més altas, sin embargo, no pudimos
cuantificar una respuesta evocada dada la naturaleza oscilatoria de las variaciones de

potencial de campo local.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la actividad
neuronal oscilatoria en el circuito corteza-estriado-parafascicular esta directamente
relacionada con la actividad motora de los animales. La condicion de lesion con 6-
OHDA gener6 incrementos en el poder espectral entre 25 a 45 Hz en areas como la
corteza cerebral y el nacleo estriado, no asi en el nucleo parafascicular. Estas
caracteristicas oscilatorias no fueron modificadas por la estimulacion eléctrica de la
médula espinal, a pesar de que la estimulacién aparentemente si alcanzo las areas

estudiadas.

Dado que nuestra hipdtesis planteaba que existirian cambios en el ndcleo
parafascicular asociados a la lesion con 6-OHDA y que la estimulacion de la médula
espinal aumentaria la actividad motora a la vez que restableceria las alteraciones

encontradas, los resultados obtenidos no apoyan nuestra hipétesis.

La utilizacién de modelos de lesién con 6-OHDA para estudiar la enfermedad
de Parkinson posee larga data (Urban Ungerstedt, 1968), aunque el modelo
unilateralmente es usado con mayor frecuencia. El modelo de lesién con 6-OHDA en
estriado de manera bilateral se asocia a consecuencias como adipsia, abulia y afagia,
lo cual fue una complicacién que dificulté considerablemente las primeras etapas de la
investigacion, el cual pudo ser sorteado mediante exhaustivos cuidados y la

suplementacion calorica postoperatoria.

A pesar de la mayor dificultad de trabajar con el modelo bilateral, se escogio
este modelo por sobre el modelo unilateral para evitar las contribuciones
interhemisféricas que pudiesen interferir en los resultados. EI complejo centro mediano
parafascicular es parte de los nucleos intralaminares centro-caudales del talamo,
nacleos considerados parte del sistema reticular activante, y que originan proyecciones
difusas o no especificas a la corteza cerebral (Herrero et al., 2002); ademas, el nucleo
parafascicular envia proyecciones al nucleo subtalamico mayoritariamente ipsilateral,
pero existe una proporcion minoritaria de fibras que proyectan al STN contralateral
(Castle et al., 2005).
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Para la evaluacion conductual, los modelos unilaterales utilizan principalmente
la cuantificacion de asimetria motora, siendo cada animal su propio control. En el caso
de los modelos bilaterales, la comparacion debia realizarse entre grupos.
Esperabamos que en el modelo de 6-OHDA bilateral, las alteraciones motoras fuesen
severas y se tradujesen en una marcada hipocinesia al compararlo con los animales

controles, situacion que no ocurrio.

En nuestro experimento no observamos diferencias en la magnitud ni cantidad
de movimiento que presentaron los animales lesionados versus los animales controles.
Al observar la densidad de datos para cada valor de indice motor en cada registro de
los animales controles y los 6-OHDAS, resulta claro que ambos grupos se mantienen

principalmente en estados de inactividad.

Existen distintas circunstancias a lo largo del experimento que pudieron
contribuir a la baja actividad motora mostrada por los animales tanto del grupo 6-OHDA
como el grupo control. Cada animal fue sometido a 3 cirugias en el plazo de 5
semanas, siendo la cirugia de implante de electrodo medular la mas invasiva y cruenta.
Durante la cirugia de implante de electrodo medular se realiza la desinsercion de los
musculos espino trapecio y latisimo del dorso, ademas de la reseccion de los procesos
espinosos de las vértebras T4 y T5. Posterior a la cirugia algunos animales
experimentaron procesos inflamatorios que generaron una paresia de los segmentos
caudales del implante, la que revertia en el transcurso de las semanas. Tanto la
situacion de desventaja mecanica posterior a la lesion musculoesquelética asociada a
la cirugia, asi como la paresia transitoria, constituyen factores que reducirian la

movilidad de todos los animales, independiente de la lesion de 6-OHDA.

Otro factor que explicaria el escaso movimiento mostrado por nuestros animales
es la habituacion a la manipulacion y el set up de registro. Posterior a la cirugia de
lesion, todos los animales fueron alimentados por via enteral dos veces al dia, para
asegurar una ingesta calorica que previniera una excesiva reduccion de peso. Una vez
finalizadas las cirugias, los animales fueron registrados con un intervalo de 1 a 2 dias,
en un espacio reducido de dimensiones 32 x 25 x 30 cm., en el cual rapidamente

perdian interés y cesaban la exploracion.
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Segun los estudios realizador por Kafkaki y cols. (2001), la velocidad a la que
se desplazan roedores como las ratas en paradigmas de movimiento libre en campo
abierto, tiene una distribucién a la que se pueden ajustar 2 a 3 curvas normales. Esto
quiere decir que existirian 2 a 3 velocidades preferidas, siendo la velocidad de 5 cm/s
la mas frecuentemente observada (Kafkafi et al., 2001). Este estudio realizado por
Kafkaki lograba una buena determinacion de la velocidad de locomocion de los
animales a pesar de que se registraban los movimientos a través de rayos infrarrojos
dispuestos en paralelo cada 2,5 cm con una frecuencia de muestreo de 4 Hz, o sea

con una baja resolucion espacial y temporal.

Por su lado Grieb y cols. (2013) describieron las diferencias en la actividad
locomotora de animales controles y animales lesionados con 6-OHDA. Los resultados
que obtuvieron también muestran un peak de actividad locomotora a una velocidad de
5 cm/s y un segundo peak de actividad locomotora a una velocidad de 20 cm/s. Al
comparar la actividad de animales controles versus 6-OHDA se pudo determinar que
los animales 6-OHDA presentan una reduccion de la actividad locomotora a mayores
velocidades (20 cm/s), no asi en la locomocién a 5 cm/s (Grieb et al., 2013).

A diferencia de nuestro estudio, los estudios realizados tanto por Kafkaki y cols,
como por Grief y cols. se enfocan en la actividad locomotora como métrica de
movimiento. Cuando en nuestros animales analizamos la actividad motora medida en
cm/s pudimos observar que la velocidad mas frecuente a la que se movieron los
animales fue tan solo de 0.9 cm/s. Esta velocidad no corresponderia a actividad
locomotora, y concuerda con nuestra observacion de que la actividad motora que
registramos corresponde en gran medida a movimientos que los animales realizan en
una misma ubicacion espacial. Si hubiéramos categorizado la actividad motora
basados unicamente en la velocidad, habriamos obtenido como resultado,
errbneamente, que los animales se encontraban en reposo. Sin embargo, la
acelerometria permitié detectar la actividad motora aun cuando el animal no se
desplaza, como lo evidencia el alto numero de eventos de baja velocidad, pero alto

indice motor en nuestros resultados.
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De acuerdo con nuestra categorizacion, inferimos que valores menores a 5 de
indice motor indican reposo total, y valores mas altos indican movimiento. Esto es
concordante con métricas como las usadas por Alves da Silva. En su estudio, Alves
da Silva da cuenta de una distribucién bimodal, determinada a partir de la informacion
de sensores inerciales. Difiere si en que su distribucién contiene mas episodios de alto
movimiento, probablemente debido a que el espacio fisico donde se realizaron los

registros también era de mayores dimensiones (da Silva et al., 2018).

Aparentemente el espacio reducido donde se realizaron los registros no permitié
gue los animales pudieran realizaran aceleraciones suficientes para alcanzar mayores
velocidades, condicionando asi la ausencia de diferencias en la actividad motora de
ambos grupos. A pesar de esta situacion, la medicién de aceleracion realizada nos
permitié cuantificar inequivocamente, y a una alta resolucién temporal (la misma del
registro electrofisioldgico), la cantidad de actividad motora en cualquier instante del
registro. Adicionalmente, esta medida permitié clasificar la actividad motora en dos
estados de movimiento (activo vs inactivo). Estos estados tienen una correlato claro y
consistente con la actividad neural oscilatoria del circuito motor cortico-estriato-

talamico, como se detalla a continuacion.

Actividad motoray actividad oscilatoria en el circuito CFA-STR-Pf durante

movimiento libre

Cuando analizamos la densidad de potencia espectral (PSD) existente en
movimiento libre, nuestros resultados mostraron que en las areas registradas (CFA,
STR y Pf) existen bandas de frecuencia cuya potencia se asocia al estado motor de
los animales, mientras que existen algunas bandas de frecuencia que muestran

diferencias en los animales lesionados con 6-OHDA.

El primer aspecto que destacar esta dado por la conservacion de los patrones
de actividad electrofisiolégica asociados al movimiento en los animales controles y los
animales lesionados. En ambos grupos, el incremento del movimiento expresado en

términos de indice motor se asocid a una reduccion en la potencia espectral en las
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bandas de frecuencias menores a 25 Hz y a un incremento en la potencia espectral en

las bandas superiores a 25 Hz, tanto en estriado como en corteza motora.

Existe amplia evidencia que atribuye el incremento de la potencia espectral
alrededor de 25 Hz en circuitos motores a la condicion de parkinsonismo (Brown &
Williams, 2005; Hammond et al., 2007; Holt et al., 2019) y se ha propuesto utilizar esta
actividad como marcador para plantear estrategias terapéuticas de control de la
estimulacién cerebral profunda mediante retroalimentacion por circuito cerrado (Holt et
al., 2019; Little et al., 2012) aunque no existia] certeza de su efectividad (Johnson et
al., 2016). De esta manera, cada vez que la potencia ~25 Hz (Beta) sobrepasa un
umbral dado, el sistema aplica una salva de estimulacion. Nuestros resultados sobre
los patrones de actividad oscilatoria asociados al movimiento aportan a las bases
tedricas para el disefio de esta estrategia, y nos permiten afirmar que no es posible
evaluar la actividad oscilatoria independientemente del estado motor (no al menos en
las areas que estudiamos), y que por lo tanto cualquier estrategia basada en la
potencia oscilatoria en rango beta debe necesariamente considerar el estado motor

del sujeto.

Esta correlacion de la potencia oscilatoria con la actividad motora es
especialmente novedosa en el caso del nudcleo parafascicular. En el nucleo
parafascicular, la correlacién entre poder espectral y actividad motora también se
encontré conservada en los animales de ambos grupos. A la fecha no existia evidencia
gue explorase la actividad oscilatoria del ntcleo parafascicular asociado al movimiento.
Los escasos estudios existentes sobre actividad oscilatoria apuntaban al ndcleo

parafascicular en busqueda de incrementos en la potencia espectral en la banda beta.

Sobre el incremento de potencia espectral en banda beta, nuestros resultados
indican que este fenOmeno no estad presente en el nucleo parafascicular de los
animales estudiados. Estos resultados son coincidentes con lo descrito por Parr-
Brownlie y cols, quienes analizaron tanto la actividad unitaria como LFP en animales
lesionados unilateralmente con 6-OHDA (Parr-Brownlie et al., 2009). Una diferencia
considerable con este estudio es que los registros se realizaron en animales bajo

anestesia, aboliendo la actividad motora.
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En oposicion a estos resultados, existe un grupo de investigacion que ha
reportado cambios electrofisiolégicos en el Pf de animales lesionados unilateralmente
con 6-OHDA. Este grupo estudi6 la actividad oscilatoria asociada a tareas de alcance
(Wang et al.,, 2016) y locomocién (Zhang et al., 2018). Limita la comparacion de
resultados el hecho de que en el estudio de Wang y cols. (2016) solo se registro el
hemisferio lesionado y no se describen las ventanas de tiempo utilizadas para el
andlisis electrofisiologico. De manera similar, en el estudio de Zhang et al (2018)
Gnicamente se registrd el nucleo Pf del hemisferio lesionado mientras los animales
realizaban locomocién sobre una cinta rodante. A pesar de registrar 30 minutos de
actividad, Zhang y cols. describen que analizan un total de 10 ventanas de 3 segundos,
sin reportar lo sucedido con el resto del registro. En este estudio, las comparaciones
se realizaron contra un grupo control del cual no existe descripcion de procedimientos;
tampoco poseen cuantificacion objetiva del movimiento de los animales, lo que a la luz

de nuestros datos resulta imprescindible para realizar cualquier analisis.

Si es llamativo del estudio de Zhang que sus animales lesionados y controles
presentaban un alto poder espectral en la banda de 3 a 7 Hz, lo cual no es explorado.
Esta banda de frecuencia se encuentra contenida en la banda de 2 a 8 Hz que nosotros
estudiamos. Nuestros resultados mostraron que de 2 a 8 Hz existe una fuerte
correlacién positiva entre la potencia espectral y el movimiento de los animales con un
peak de correlacion a los 7 Hz. Esta banda de frecuencia coincide parcialmente con la
denominada banda Theta (4 a 10 Hz) y no se encuentra descrita en el nucleo

parafascicular.

Un fenédmeno similar ha sido descrito en el hipocampo, donde se ha mostrado
que la potencia espectral en banda theta esta correlacionada positivamente con la
actividad locomotora de animales sanos (Bender et al., 2015; Stawihska & Kasicki,
1998). Una posibilidad es que el incremento de potencia espectral en el nicleo
parafascicular corresponda a un fenémeno de conduccién volumétrica. De las 3 areas
registradas (CFA, STRy Pf), el nucleo Pf es el que se encuentra anatbmicamente mas
cercano al hipocampo por lo que la probabilidad de conduccion volumétrica hacia el Pf

es mayor que a CFA o STR. No obstante, el procesamiento de datos incluyé la re-



62

referenciacion de la sefal por area. En esta re referenciacion se sustrajo la media de
la sefial por area a cada canal de la misma area, lo que anularia los efectos de

conduccién volumétrica.

Otra posibilidad que vincula a estas estructuras es que exista algun tipo de
conectividad indirecta entre el hipocampo y el Pf. No existen proyecciones
monosinapticas conocidas entre estas dos estructuras sin embargo si se ha
demostrado que modificaciones en el nucleo parafascicular pueden influenciar la
actividad eléctrica en el hipocampo. En un modelo animal de epilepsia de foco
hipocampal tanto la estimulacion eléctrica como la inhibicién farmacolégica sobre el
nacleo Pf son capaces de reducir las descargas eléctricas paroxisticas en el
hipocampo (Langlois et al., 2010). No se ha descrito que la actividad del hipocampo
influencie al Pf por lo que la probabilidad de que el fendbmeno observado en Pf
provenga desde hipocampo parece ser remota, aunque no puede ser descartada con

la evidencia obtenida.

El nucleo parafascicular es una estructura que ha sido vinculada a procesos
atencionales anticipatorios a movimientos voluntarios (Raeva, 2006) y al inicio y
ejecucion de secuencias (Diaz-Hernandez et al., 2018), ademas posee conectividad
aferente con areas motoras, al recibir proyecciones desde cortezas motoras,
premotoras, somatosensoriales, nulcleos cerebelosos y areas subcorticales
relacionadas a la marcha como el ntcleo pedunculo pontino (Sadikot et al., 1992). Esta
estrecha relacién anatémica y funcional con procesos motores nos hace pensar que el
incremento de la potencia espectral que observamos asociado al movimiento pudiese

representar un fenémeno local.

Actividad motora y actividad oscilatoria en el circuito CFA-STR-Pf y

estimulacion epidural

Una vez descritos los fendmenos oscilatorios asociados a la condicion de 6-
OHDA vy al nivel de actividad motora, analizamos que sucedia tanto
electrofisiolégicamente como motoramente cuando los animales eran sometidos a

estimulacion eléctrica de la médula espinal.
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De las 4 frecuencias utilizadas para realizar la estimulacion de la médula
espinal, cuando se estimuld con una frecuencia de 15 Hz existieron cambios
significativos en la actividad motora de los animales. Otras frecuencias generaron
mayor variabilidad en el indice motor de los animales, pero no modificaron

significativamente la actividad en ningun grupo.

Si observamos la figura 20, podemos darnos cuenta de que tanto la media del
indice motor y el rango intercuartilico son mayores durante la estimulacion medular en
todos los casos, con excepcion del grupo control sometido a estimulacién medular de
300 Hz. Esta variabilidad aumentada podria deberse a la subjetividad en la
determinacién de la intensidad de estimulacién, debido a que este umbral era
determinado en base a la observacion de la conducta del animal. Los animales eran
colocados en la caja de registro y eran estimulados 1 segundo con la frecuencia a
estudiar en esa sesion. La intensidad de la estimulacion se incrementaba de manera
gradual hasta que se alcanzaba una intensidad en que los animales mostraban
cambios conductuales del tipo sobre salto o movimientos de cabeza. El umbral de
estimulacion era definido como la intensidad de corriente en la que se producia el

cambio conductual.

A pesar de que esperabamos encontrar diferente efecto en el grupo control vs
el grupo 6-OHDA, el incremento en la actividad motora asociado a los 15 Hz fue un
fendmeno que se manifest6 tanto en el grupo control como en el grupo 6-OHDA. De
estudios de estimulacion medular en dolor crénico, se conoce que las frecuencias de
estimulacién habitualmente utilizadas producen la sensacion de parestesia por
reclutamiento de las fibras AB en las columnas dorsales (He et al., 1994). Es posible
que distintas frecuencias de estimulacion produjesen diferentes niveles de parestesias
y que esta parestesia fuese un estimulo para iniciar el movimiento. Al ser un modelo
animal, no es posible objetivar las parestesias gatilladas, situacion contraria a la que
ocurre en estudios en humanos, donde las parestesias se utilizan como indicador para

definir los parametros de estimulacion (Samotus et al., 2018).

Con respecto a los resultados electrofisioldgicos, la estimulacion de la médula

espinal no produjo cambios de la actividad oscilatoria medida a través del PSD. Cabe
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recordar que nuestro analisis de la actividad oscilatoria se realizé sobre el promedio
de PSD de toda la ventana de estimulacidon en comparacion a las etapas pre y post
estimulacién. Esto contradice lo descrito sobre EME en modelos primates de
parkinsonismo (Santana et al., 2014), donde la EME produjo una reduccion en la
potencia espectral en banda beta junto con incrementar la actividad motora de los
animales. Cabe mencionar que en el estudio de Santana y col. los animales fueron
sometidos a la lesion con 6-OHDA sumado a la deplecion farmacoldgica de la sintesis
de dopamina lo cual reduce aun mas la disponibilidad de dopamina y se asocia a un
estado de hipokinesia severo, ademas, los tiempos de estimulacion utilizados en este

estudio corresponderia a periodos cortos de 1 a 2 minutos de estimulacién.

Nuestros resultados se encuentran en la misma linea de lo obtenido por Brys 'y
cols., quienes utilizaron un modelo murino de alfa synucleina. EI modelo de alfa
synucleina se asocia a un porcentaje menor de muerte neuronal y a una sintomatologia
motora leve. En este modelo no se obtuvieron diferencias sustanciales en la actividad
locomotora de los animales tanto a nivel basal como durante la SCS (Brys et al., 2016)
y tampoco se asocio la SCS a modificaciones en la actividad oscilatoria cerebral (Brys
et al., 2017).

Existiria una relacion entre la magnitud de la deplecion dopaminérgica y la
magnitud del incremento de la actividad oscilatoria en beta dado que los resultados
mas contundentes de incremento en beta y efecto terapéutico de la SCS se han
observado cuando la lesiébn con 6-OHDA o MPTP es asociada a la deplecién
farmacoldgica (Fuentes et al., 2009; Santana et al., 2014). A partir de nuestros datos
podemos afirmar que la evaluacion de los efectos de la SCS sobre la actividad
oscilatoria cerebral debe estar asociada a métricas sensibles de actividad motora, que
no se limiten solo a la locomocién, sino a movimientos sin desplazamiento en cualquier

planoy eje.

Finalmente, el analisis de la actividad evocada mostré que si existen potenciales
evocados en las tres areas estudiadas cuando se estimula con frecuencias de 15 Hz.

No existen otros estudios que a la fecha hayan explorado la ocurrencia de actividad



65

evocada a partir de estimulacion medular en el modelo de parkinsonismo u otros

modelos animales.

Es necesario mencionar que utilizar intensidades de estimulacion basadas en
la determinacién subjetiva del umbral puede ser poco preciso, y es probable que la
cantidad de corriente que se entregue varie en todos los animales y entre sesiones de
registro. Aunque la determinacion del umbral de estimulacion busca compensar los
cambios en la impedancia que se producirian por la formacién de tejido fibroso
alrededor del electrodo, no deja de constituir una fuente de variabilidad. A pesar de
existir esta limitante, la respuesta evocada observada en todos los animales fue de

similares caracteristicas.

Una segunda posibilidad es que frecuencias altas de estimulacion produzcan
un efecto inhibitorio en las neuronas, lo que explicaria la ocurrencia de variaciones
sub-umbral del potencial extracelular. Este fendmeno de inhibicion se ha descrito en
paradigmas de estimulacién cerebral profunda (Udupa & Chen, 2015) y también en
estimulacién medular en modelos animales (Santana et al., 2014). EI mecanismo que

sustentaria esta inhibicion es ain materia de estudio.

La similitud de las respuestas evocadas observadas en el nucleo parafascicular,
estriado, y la corteza motora, sugiere gue, aunque el parafascicular no sea un relevo
de las vias somatosensoriales, la estimulacion de la medula espinal si modifica su
actividad. Las herramientas de analisis utilizadas eliminan efectivamente la
contribucion de la conduccién volumétrica a la sefial (incluido el artefacto del pulso de
estimulacién) en todos los canales, lo que permitié visualizar la ocurrencia de

potenciales evocados en todas las areas asociados a la estimulacién con 15 Hz.

La ocurrencia de potenciales evocados en las 3 areas estudiadas corrobora que
el nucleo parafascicular es una estructura sensible a la estimulacion epidural y
mantiene la interrogante sobre la participacion de este nucleo en la regulacion de los
sintomas motores. Posteriores investigaciones que busquen dilucidar los mecanismos
de accion de la estimulacion medular o ahondar en las modificaciones funcionales del

circuito de los nucleos de la base en EP, deben tomar en cuenta la participacion del
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parafascicular en el control de la sintomatologia motora, considerando siempre el nivel

de actividad motora.

CONCLUSION

De acuerdo con la evidencia obtenida es necesario rechazar la hipotesis
planteada. No existieron alteraciones en la actividad motora de los animales
lesionados con 6-OHDA en comparacion a animales controles, sin embargo, esta
situacién se encontré altamente influida por la escasa velocidad de movimiento que
los animales podian alcanzar en el espacio de registro reducido donde se ubicé a los

animales.

En nuestro estudio pudimos determinar la existencia de alteraciones en la
actividad oscilatoria de animales lesionados con 6-OHDA, especificamente un
incremento en la potencia espectral en la banda de frecuencia de 25 a 45 Hz en la

corteza motora y estriado, pero no en el nicleo parafascicular.

Con relacion a la estimulacién de la médula espinal, ninguno de los protocolos
aplicados fue capaz de revertir el incremento de potencia espectral 25 a 45 Hz en la
corteza motora ni estriado, y tampoco generd modificaciones en la actividad oscilatoria

en otras areas y bandas.
A pesar de estos resultados negativos pudimos establecer que:

1. La actividad motora medida a través de la acelerometria permite cuantificar y
categorizar distintos niveles de actividad motora.

2. La actividad oscilatoria en la corteza motora, nucleo estriado y nucleo
parafascicular posee una correlacion consistente con la actividad motora: la potencia
espectral mayor a 30 Hz se correlaciona positivamente con la actividad motora,
mientras que la potencia espectral a frecuencias menores que 30 Hz presenta una
correlacion negativa.
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3. El nucleo parafascicular presenta actividad oscilatoria en la banda Theta, la
gue correlaciona positivamente con la actividad motora

4. Existe una correlacion negativa entre la magnitud de la respuesta evocada y
la frecuencia de estimulacibn medular epidural. Especificamente, frecuencias de
estimulacién bajas (15 Hz) producen respuestas evocadas de alta magnitud.
Frecuencias de estimulacién mayores, como 60, 130, y 300 Hz, producen respuestas
evocadas de magnitud decreciente.

Aunque la hipotesis fue rechazada, nuestros resultados nos permiten corroborar
gue el nucleo parafascicular es un nucleo relevante en el circuito motor de los nucleos
de la base ya que modifica su actividad de acuerdo con el movimiento. Ademas, el
ndcleo parafascicular presenta respuestas evocadas por la estimulacién eléctrica de
la médula espinal lo que mantiene en pie la interrogante sobre su participacion en los
efectos terapéuticos derivados de la estimulacibn medular en enfermedad de

Parkinson.



Mira el articulo publicado por Liu D et al. Science 367: 440-445, 2020. Puede servirte.
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ANEXO 1: Figuras suplementarias
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Figura suplementaria 1: PSD de la banda de 25 a 45 Hz en nlcleo estriado dorsolateral (STR) para el grupo 6-

OHDA y grupo control en las fases pre-estimulacion (pre), durante la estimulacion (on) y post estimulacion (post)
para las 4 frecuencias: 300 Hz, 130Hz, 60Hz, y 15Hz.
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Figura suplementaria 2: PSD promedio para CFA en todas las bandas de frecuencia analizadas para el grupo 6-
OHDA y grupo control en las fases pre-estimulacion, durante la estimulacion y post estimulacion segun frecuencia
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Figura suplementaria 3: PSD promedio para STR en todas las bandas de frecuencia analizadas para el grupo
6-OHDA y grupo control en las fases pre-estimulacion, durante la estimulacion y post estimulacion segun frecuencia
de estimulacién
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Figura suplementaria 4. PSD promedio para Pf en todas las bandas de frecuencia analizadas para el grupo 6-
OHDA y grupo control en las fases pre-estimulacion, durante la estimulacion y post estimulacion segun frecuencia
de estimulacion

ANEXO 2 Tabla de animales intervenidos

Animal Exp Outcome
1 RO6 C01 Dafio medular
2 NAO2 co1 Animal se retira implante
3 NAO3 Cco1 Rotura de electrodo medular. Ruptura de tierras de electrodo de registro
4 NAO6 C01 Lesién con 60HDA no efectiva
5 NAQO5 Cc01 Dafio medular. Fallece en post operatorio
6 Cco3 co1 Muere en Qx de implante de registro
7 Cco4 Co1 Fallece dias posteriores a cirugia de lesién con 60HDA




8 C05 Cco1 Se registra. IQH muestra 50% de pérdida de tincién de TH. Lesion electrolitica corrobora posicion de
electrodos en Pf derecho pero no en izquierdo

9 RRO1 C01 Animal se retira implante

10 | RRO3 Cco1 Cerebro con ventriculomegalia. Anatomia alterada. Imposible realizar IHQ

11 | RRO4 Cc01 Fallece dias posteriores a cirugia de lesién con 60HDA

12 | RRO6 C01 Problemas con 60HDA. Perfusidn para analisis histolégico de la lesion

13 | RR0O2 C01 No se recupera de cirugia de lesidn. Se eutanasia 3 dias post cirugia (dolor, no se alimenta)

14 | RRO5 C01 Fallece en Qx de implante medular

15 | Jarita Cco1 Muere en Qx de implante medular por falla respiratoria (se administré tramadol prequirdrgico)

Se modifica arreglo d

e electrodos y areas de registro

Animal Exp Outcome
16 | C06 C02 Fallece en cirugia de implante de registro
17 | C09 C02 Fallece en cirugia de implante de registro
18 | S01 C02 Registro parcial de experimentos. Electrodo medular se rompe
19 | C07 C02 Lesion medular
20 | C08 C02 Lesion medular
21 | C10 C02 Electrodo medular defectuoso
22 | C11 C02 Mala calidad de registros

Se modifica nuevamente arreglo de electrodos y areas de registro

Animal Exp Outcome

23 | C12 C03 Demora en despertar después de cirugia de lesidn. Se perfunde por error

24 | C13 C03 Lesion medular

25 | C14 Cco3 Completa registros

26 | C15 co3 Completa registros

27 | Cl16 C03 Fallece dias posteriores a cirugia de lesién con 60HDA

28 | C17 C03 Con lesién electrolitica. Parapléjica

29 | C18 Cco3 Completa registros

30 | C19 C03 Fallece en Qx de lesién medular

31 | C20 C03 Fallece en Qx de lesién medular

32 | C21 C03 Fallece en Qx de lesion SHAM

33 | C22 co3 Completa registros

34 | C23 co3 Completa registros

35 | C24 C03 Lesién con 60HDA no efectiva

36 | C25 C03 Se lesiona con 60HDA de Control Motor. Perfusion para corroboracion histoldgica de lesion (en contexto
de falla de 60HDA)

37 | C26 Cc03 Se lesiona con 60HDA de Claudio Hetz. Perfusidn para corroboracion histoldgica de lesidn (en contexto
de falla de 60HDA)

38 | C27 C03 Lesion con 60HDA no efectiva

39 | C28 C03 Fallece dias post cirugia de implante medular

40 | C29 co3 Completa registros

41 | C30 C03 Lesién con 60HDA no efectiva

42 | C31 C03 Electrodo medular defectuoso. Se realizan registros baseline

43 | C32 Cc03 Completa registros

44 | C33 C03 Fallece dias post cirugia de 60HDA

45 | C34 C03 Fallece dias post cirugia de implante medular

46 | C35 C03 Fallece en cirugia de implante medular

47 | C36 C03 Electrodo de registro dafiado. Electrodos solo en Pf bilateral y STR derecho

48 | C37 co3 Completa registros de estimulacion continua
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