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Samuel Jiménez

1. Plasticidad en el sistema nervioso

La década de los noventa fue bautizada como la década del cerebro. Estaba llamada a
ser la década en la que se resolvieran los misterios mas intimos de este drgano. Tras la
revolucion industrial y la conquista del espacio, el hombre debia volcarse en un nuevo
renacimiento. En conocerse un poco mas a si mismo, el gran reto era conocer los
misterios del cerebro.

La década termind y el cerebro sigue siendo una drgano misterioso y su
funcionamiento encierra ain muchas dudas e incertidumbres. Al menos, las mismas
instituciones que promovieron la llamada «década del cerebro», han tenido a bien
denominar al siglo xxI «el siglo del cerebro».

En cualquier caso, seguimos preguntandonos acerca de estos misterios. Uno de estos
que hacen al cerebro mas fascinante y escurridizo es la complejidad de su
organizacién, la comunicacién entre sus partes y cOmo estas comunicaciones cambian
constantemente.

Nuestro enfoque, como el de muchos otros autores, ha sido el de intentar comprender
el conocimiento de una estructura algo mas sencilla que el cerebro: la médula espinal.
Con la intencidn, entre otras, de que sumando aportes a este conocimiento nos
ayudard a comprender mejor la complejidad del SN (Sistema Nervioso).

Consideramos que, si el trabajo que vamos a presentar consiguiera arrojar un minimo
de luz mas a la ya existente sobre el funcionamiento de la médula espinal, el esfuerzo
habria valido la pena.

1.1. Introduccion al concepto de neuroplasticidad

La plasticidad en el sistema nervioso ha sido y es un tema de gran interés y fuente de
innumerables teorias y especulaciones, por la gran repercusién que trae consigo. A
través de estas lineas se intentara ofrecer una visién de la evolucién y actualidad de los
aspectos mas relevantes en torno a este fenémeno.

La plasticidad, definida como la capacidad de expresar diferentes fenotipos en funcién
de las influencias del ambiente (1), hace referencia a la posibilidad de cambio de una
determinada estructura.

Esta posibilidad de cambio es una necesidad de muchos seres vivos para poder
adaptarse a un entorno en constante transformacién. Por tanto, parece légico que
muchos tejidos puedan cambiar si las necesidades ambientales asi lo exigen. Por
ejemplo, se han descrito cambios en el del tejido muscular ante determinadas
circunstancias ambientales (2).
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Sin embargo, si nos referimos a la posibilidad de cambio del SN, debemos admitir que
éste posee unas connotaciones especiales. El SN es el responsable de conducir las
sensaciones, interpretarlas como experiencias sensoriales, percibir e interpretar el
mundo exterior y el medio interno, las emociones o incluso el comportamiento. Por
tanto, si el SN cambia, quiere decir que nuestra forma de sentir, interpretar e incluso
de comportarnos es también variable.

Muchos han sido los abordajes que la neurociencia ha dado para comprender cémo los
cambios en el SN podrian influir en las capacidades humanas mas caracteristicas (3).

A modo de ejemplo citamos el estudio de la memoria y aprendizaje (4), que pone en
evidencia estos cambios: Imaginemos que una persona es capaz de experimentar algo
novedoso (p. ej. escuchar una pieza musical o realizar un gesto deportivo), de modo
gue esta experiencia nunca antes habia sido percibida por su sistema nervioso.
Supongamos que en otro momento esa misma persona es capaz de recordar esa
experiencia (tatarear la melodia o repetir el gesto deportivo). Si es capaz de recordarla,
quiere decir que algo nuevo, algin cambio ha debido producirse en ese SN, ya que, de
algun modo, ha debido almacenarse esa informacién que previamente no existia en el
SN de esa persona. Prueba de que algun cambio se ha producido es que esa
informacién almacenada puede rememorarse (4, 5).

En un afan por localizar las funciones del SN se otorgd al hipocampo esta funcién de
aprendizaje casi en exclusividad. Esta tendencia estuvo alentada por la descripcién de
algunos casos clinicos, en los que la lesidon de este area encefélica producia dafos en la
memoria de aquellos que la padecian. Aparentemente, una lesion hipocampal limitaba
o impedia el almacenamiento de nueva informacién (5), es decir, que una lesion del
hipocampo parecia producir dificultades en el aprendizaje, el sujeto era incapaz de
generar recuerdos nuevos, aunque si era capaz de recobrar recuerdos previos a la
lesion.

Tanto fue asi, que muchos autores se orientaron a estudiar el hipocampo para
describir cdmo podian producirse estos cambios que daban lugar a la generacién de
recuerdos, es decir, al aprendizaje (6). Sin embargo, pronto se descubrido que la
posibilidad de almacenar un recuerdo o una informacién del tipo que fuere no era
exclusiva de una regién concreta, sino que estos cambios se producen en las células
nerviosas (neuronas) y en la comunicacion que estas establecen entre si (7).

De esta manera, se inauguré un vasto campo en las neurociencias, ya que para
estudiar y comprender esta posibilidad de cambiar, y por tanto de aprender y recordar
un fendmeno cualquiera, era necesario comprender como se relacionan unas
neuronas con otras.
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Teniendo en cuenta que las neuronas establecen conexiones entre las diferentes areas
del SN, el estudio de la plasticidad dejo de enfocarse en una Unica region para pasar a
convertirse en el estudio de areas muy diferentes asi como de las conexiones que las
unen.

En este sentido, cabe destacar los trabajos de algunos autores como Eric Kandel (8-10),
quien consiguio aislar y describir algunos de estos fendmenos en sistemas nerviosos de
invertebrados. De este modo, contribuyd a la comprension de algunos de los
fendmenos eléctricos y quimicos que hacen posible este almacenaje de la informacion.
También ayudd a describir los mecanismos implicados en la modificacién de la
comunicacion entre neuronas, ya fuera facilitando, ya dificultando la transmisién de
una sefal eléctrica de una neurona a otra.

De esta manera, parecia que estos cambios acaecidos en la conexidon entre dos
neuronas implicaban algunas reacciones electroquimicas. Sin embargo, estos modelos
avanzaron mucho mas alla. No solo se describieron estos cambios electroquimicos en
términos sindpticos, es decir, el intercambio de sustancias en una conexion entre dos
neuronas (sinapsis), sino que, ademds, se describi6 cOdmo estos cambios
electroquimicos pueden generar una cascada de procesos en el interior de la neurona
gue hacen que el nucleo de esta neurona exprese con mayor frecuencia ciertos genes.
Estos genes con mayor actividad, a su vez, sintetizardn un mayor nimero de proteinas.
Dado que las proteinas conforman un elemento importante de la estructura de las
neuronas, lo que al final ocurre es un cambio en la propia estructura de la neurona (9,
11). Es decir, los cambios en la comunicacién entre varias neuronas pueden tener una
repercusion en la expresion genética de éstas; esta variacion en la expresion genética
implicard por tanto cambios mas profundos y duraderos en esta célula nerviosa. Este
hecho podria ser la base para un almacenaje mas prolongado de la informacién. Es
decir, es el cambio en la propia estructura de la neurona (cambio en su membrana, en
el numero de canales idnicos...) lo que provoca un comportamiento diferente de la
neuronay, por tanto, origina la posibilidad de almacenar recuerdos (12).

A la luz de estos cambios, parece apropiado recordar las intuiciones de Santiago
Ramén y Cajal. Al descubrir y describir estas conexiones entre neuronas augurd que
modificando estas conexiones podriamos modular algunas funciones cerebrales, de
modo que podriamos modificar también nuestro comportamiento. El mismo acufié
incluso el término «gimnasia cerebral» (13) para alentar a la modelacidon de nuestro
propio SN, «Todo hombre, puede ser, si se lo propone, escultor de su propio cerebro»
llegd a decir el sabio aragonés.

Afios mas tarde, Donald Hebb establecié que: «cuando un axén de una célula A esta lo
suficientemente cerca de una célula B como para excitarla, y participa repetida o
persistentemente en su disparo, ocurre algin proceso de crecimiento o cambio
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metabdlico, en una o en ambas células, de modo tal que la eficacia de A, como una de
las células que hacen disparar a B, aumenta». Lo que dio lugar a lo que hoy conocemos
como principio de Hebb (14). Resumiendo este principio, puede decirse que, si una
neurona esta directamente implicada en el funcionamiento de otra (ya sea porque la
excita, ya porque la inhibe), se producen cambios de diversas indoles que hacen que
esta comunicacion sea mas efectiva.

1.2. Modelos experimentales y caracteristicas de la potenciacion
a largo plazo y potenciacion a corto plazo

La posibilidad de almacenar informacion parece que se halla en la propia comunicacién
establecida entre las células del SN. Para explicar este fendmeno el modelo aceptado
en la actualidad viene definido por los conceptos de «potenciacién a largo plazo (PLP) y
potenciacion a corto plazo (PCP)».

Estos fendmenos se describieron inicialmente en preparaciones histolégicas de
hipocampo (15). La estructura laminar de algunos de sus circuitos hacia técnicamente
viable el estudio de las conexiones entre distintas neuronas.

Estas preparaciones laminares se elaboraron en multiples laboratorios donde se
realizaron diferentes modelos experimentales en los que, con diversos tipos de
estimulos eléctricos aplicados sobre las primeras neuronas (presindpticas), conseguian
modificar la respuesta de la segunda neurona (postsinaptica), llamada neurona
piramidal (7, 12, 16).

El area mas estudiada del hipocampo fue la denominada Corpus Amonis 1 (CA1) (figura
1). Aqui se halla un circuito formado por tres células nerviosas (neuronas). Dos de ellas
presindpticas. Estas neuronas presindpticas tienen unas proyecciones colaterales
denominadas de Schaffer y Comisural. Estas colaterales se relacionan con una tercera
neurona (postsinaptica), denominada neurona piramidal.

Neurona Piramidal

Colateral

Corisural Colateral de Schaffer

Figura 1. La colateral Comisural y la colateral de la neurona Schaffer convergen en la neurona piramidal, estableciendo
asi un circuito de dos neuronas presinapticas y una postsinaptica, que podian ser registradas para conocer su
actividad.
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Cuando se aplicaba un estimulo eléctrico sobre la colateral de Schaffer, éste se
transmitia a través de una union sinaptica a la neurona piramidal en la cual era posible
registrar actividad eléctrica.

En diversos trabajos, esta actividad se tomé como parametro de control. Ante un
estimulo determinado (estimulo «A») de la colateral de Schaffer se obtiene una
respuesta de la célula piramidal (respuesta «B») (figura 2). De esta forma, se podia
evaluar si, ante determinadas intervenciones, variaba la respuesta que daba la célula
piramidal ante el mismo estimulo sobre la colateral de Schaffer (7, 12, 16) (figura 2).

Estimulo A .
/_ Registro respuesta control
(B)

Célula de

Shaffer Sinapsis

Neurona Respuesta control
(8)

piramidal

Célula
comisural

Intervencion

Célula d . g
Sehlgt’afere Sinapsis

Neurona

piramidal

Célula

comisural

C \ Estimulo A
! /_ Registro respuesta control
Sinapsis (B’)

Neurona Respuesta control (B')

piramidal

Célula

comisural

Figura 2. Cambios producidos en el circuito CA1. (1) Se establece una situacion inicial de control, en la que un estimulo
(A) sobre la colateral de Schaffer produce una respuesta registrable (B) en la célula piramidal. (2) Se aplica una
intervencion, en este caso trenes de impulsos de alta frecuencia sobre las colaterales de Schaffer y Comisural de
forma simultanea. (3) Ahora el estimulo control produce una respuesta diferente (B’) en la célula piramidal, siendo B’ de
mayor frecuencia que B. Se ha producido una facilitacion de esta sinapsis.

Asi, se demostrd que si se aplicaban estimulos de elevada frecuencia simultdaneamente
sobre las colaterales comisurales y de Schaffer (presindpticas) la respuesta de la célula
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piramidal (postsinaptica) cambiaba ante el estimulo control. Ademas, esta variacion se
mantenia en el tiempo (6).

Lo anteriormente mencionado pone de manifiesto un cambio en este circuito tras la
aplicacion de estimulos simultaneos a las dos neuronas presinapticas. No obstante,
estos cambios solo se producian ante determinadas circunstancias. Por ejemplo, ante
elevadas frecuencias se potenciaba la respuesta al estimulo control y a este fendmeno
se le llaméd «potenciacion a largo plazo (PLP)»; sin embargo, ante estimulos de bajas
frecuencias se disminuia la respuesta ante el estimulo control y a este fendmeno se le
llamdé «depresion a largo plazo (DLP)» (6, 17).

De la relacién de estas diferentes neuronas se desprenden varias conclusiones:

= Estas conexiones son cooperativas, es decir, se requiere del estimulo de las dos
neuronas presinapticas para que se produzca el fendmeno de plasticidad
(potenciacion o depresion) a largo plazo.

= Este fendmeno de plasticidad es muy especifico en cuanto al estimulo se
refiere. El tipo de estimulo (por ejemplo, la frecuencia de estimulacién)
aplicado a las neuronas presindpticas debe ajustarse a unos parametros
concretos.

= Tiene una gran especificidad temporal y requiere que los estimulos sean
aplicados en una secuencia temporal concreta.

El proceso subyacente a este fendmeno sobrepasa los términos estrictamente
eléctricos y produciéndose cambios de otra indole. Ante un estimulo con las
caracteristicas anteriormente mencionadas (cooperatividad, especificidad del tipo de
estimulo y adecuada secuencia temporal), se producen en primera instancia cambios
en la neurona postsinaptica haciendo que se abran canales idnicos especificos. A su
vez, la apertura de éstos provoca la activacidén de circuitos bioquimicos concretos que
provocan que el nucleo de la neurona postsinaptica exprese en mayor medida ciertos
genes. Este aumento de la expresién de algunos genes hace que se sinteticen un
mayor numero de proteinas. Estas proteinas forman nuevos receptores de
neurotransmisor que se disponen en la membrana celular. Estas proteinas también
pueden expandir la membrana de la neurona. Ambos fendmenos (aumento de los
receptores o expansion de la membrana) permiten una mejor comunicacion con
neuronas vecinas. Estos cambios, ademds de ocurrir en la neurona postsinaptica,
ocurren en la neurona presindptica provocando cambios en la efectividad de la
transmision (9, 11, 17).

Estos mecanismos constituyen un vasto campo de estudio; es importante destacar que
dichos fendmenos varian en funcion de si la modulacion se produce antes de que la
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neurona involucrada contacte con su neurona vecina (mecanismos presinapticos) o si,
por el contrario, dicha modulacion se produce en la neurona que recibe el estimulo
(mecanismos postsindpticos).

En cualquier caso, estos fendmenos son la base de lo que se denomina plasticidad a
largo plazo, tanto PLP como DLP. Se han realizado trabajos en muy diversos modelos
experimentales. Tanto in vitro como in vivo y tanto en invertebrados como en
mamiferos, asi como en el sistema nervioso central (SNC) y en el sistema nervioso
periférico (SNP). Esto parece confirmar que es un fendmeno ampliamente instalado en
la biologia y con una larga evolucién (7, 17).

Este hecho ha permitido inspirar multiples intervenciones bajo la creencia de que estos
fendmenos deben poder observarse en casi cualquier conexion entre neuronas.

Desde las primeras descripciones de PLP y DLP se han descrito varios tipos de
plasticidad (pre y postsindptica, en funcion de los neurotransmisores y mensajeros
guimicos involucrados, entre otros) asi como varios métodos de induccidn en
hipocampo y en otras estructuras del sistema nerviosos central (variando los estimulos
en cuanto a localizacidn, frecuencia, tipo de estimulo e intensidad). Sin embargo, no es
el objetivo de este trabajo la descripcion detallada de todas las formas de inducir y
evaluar la plasticidad en el sistema nervioso central (17).
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2. Estimulacion no invasiva del sistema nervioso

Tal y como se ha descrito anteriormente, a través de diversos trabajos, se consiguio
demostrar y describir estos fendmenos de plasticidad en neuronas aisladas (6, 7, 12,
16, 17). No obstante, se desconocia si las poblaciones de neuronas se comportaban de
forma similar a cada una de estas neuronas de forma individual.

Al desarrollarse la tecnologia necesaria para estimular de forma no invasiva el sistema
nervioso, numerosos autores intentaron abordar esta cuestion.

Con esta posibilidad de estimular de forma no invasiva el SNC (inicialmente la corteza)
se podia estudiar el comportamiento de estas poblaciones de neuronas, ademas de si
en su comportamiento también se producen cambios plasticos similares a los descritos
en neuronas aisladas.

2.1. Antecedentes

Hoy en dia se da por sentado el caracter eléctrico de las comunicaciones eléctricas en
el SN. Sin embargo, no siempre fue asi.

A lo largo de la historia se han dado diferentes formas de interpretar el sistema
nervioso. Cabe destacar la concepcién que tuvo Descartes, quien, al observar dentro
del SN un sistema de cisternas y ventriculos que contenian un liquido, supuso que era
el aumento o disminucién de la presidn sobre este liquido contenido en ellas (liquido
cefalorraquideo) el que generaba la actividad del SN, dandole a la glandula pineal una
labor fundamental en este juego hidrostatico (3).

No fue hasta el siglo xvii cuando Luigi Galvani puso de manifiesto que el paradigma
gue generaba cambio en el sistema nervioso no era mecdnico, sino eléctrico. Son
clasicos sus experimentos con preparaciones frescas de rana, a las que seccionaba el
nervio cidtico y mediante estimulos eléctricos conseguia provocar contracciones de la
musculatura de la pierna de dicha rana (figura 3). De este modo demostrd que era la
energia eléctrica la que provocaba realmente la actividad del SN.
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Figura 3. Representacion de los
experimentos de Galvani en los que el
nervio ciatico de una rana era conectado a
través de un cable a una antena, para
captar electricidad estatica del ambiente y
poder ser estimulado.

Afios mas tarde Giovanni Aldini, a quien se le puede considerar un nuevo precursor en
la estimulacion cerebral, descubrié que aplicando corriente eléctrica en el encéfalo de
cadaveres humanos conseguia reproducir contracciones faciales (3).

Hacia mediados del siglo xx, el neurocirujano Wilder Penfield, en el contexto de
neurocirugias para el tratamiento de pacientes epilépticos, estimuldé con bisturies
eléctricos diferentes areas corticales. Los pacientes estaban conscientes durante la
cirugia, por lo que podian ser interrogados sobre sus sensaciones y podian observarse
movimientos de las diferentes parte del cuerpo. Esto permitié realizar un mapeo de las
areas de la corteza involucradas en la sensibilidad consciente y el movimiento, y se
describieron asi las representaciones tanto sensitivas como motoras de la corteza
cerebral (homunculos) (3, 18).

Ya en 1954 y de forma mas sistemdtica Patton y Amassian consiguieron estimular la
corteza motora de primates. Al mismo tiempo, registraban la actividad descendente de
la via coérticoespinal a nivel de las pirdmides bulbares. Con estas preparaciones
conseguian evitar la influencia de la neurona motora espinal y lograban discriminar de
forma aislada los efectos de esta corriente sobre la corteza cerebral (19).

En 1980 Merton y Morton consiguieron estimular mediante corriente eléctrica directa
y de forma extracraneal la corteza motora de sujetos despiertos. A este procedimiento
se le conoce actualmente como «Estimulacién eléctrica transcraneal» (EET). Este fue
un evento sin duda muy significativo, pero la realizacion de este tipo de estimulacion
requiere introducir una gran cantidad de corriente a través del craneo de la persona.
Tanto la contraccion de la musculatura como la estimulacion de multiples receptores
hacen que sea un procedimiento muy doloroso, por lo que pronto disminuyd su uso
(20).
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En 1985 Baker, consiguié estimular la corteza con un estimulador magnético en lugar
de eléctrico; este procedimiento facilitaba la estimulacidén ya que evitaba las molestias
producidas por la EET (21, 22).

La evolucién de la estimulacion magnética transcraneal (EMT), ha permitido que
actualmente se utilice con tres fines diferentes en funcién del nimero de pulsos
magnéticos que se apliquen sobre el craneo del paciente o sujeto de estudio:

= Evaluar la excitabilidad cortical, por ejemplo de las células piramidales de la
corteza motora, para lo cual suelen utilizarse pulsos simples.

= Evaluar la excitabilidad de los circuitos intracorticales, para lo cual suelen
utilizarse pulsos pareados que permiten evaluar diferentes tipos de inhibicién y
facilitacion intracortical.

= Generar cambios plasticos, ya sean del tipo PLP/DLP (lo que pasé a llamarse
PLP/DLP-like) para lo cual se utilizan periodos mas prolongados de
estimulacion. Algunos de estos protocolos de estimulacion son, por ejemplo: la
estimulacion magnética transcraneal repetitiva (EMTr) o los estimulos aplicados
con diferentes trenes thetaburst (TBS).

2.2. Bases fisioldgicas de la EMT

Como ya se ha mencionado, la aplicacidon de estimulos magnéticos sobre la corteza
cerebral fue realizada por primera vez por Baker y sus colaboradores en la Universidad
de Sheffield en 1985.

Para ello, utilizaron un dispositivo que conseguia almacenar cierta cantidad de
corriente y en un momento dado se permitia el flujo de dicha corriente a una bobina
metdlica o a varias. Esta corriente eléctrica circulando a través de dichas bobinas,
segun el principio de Michael Faraday, conseguia generar un campo magnético
asociado.

A su vez, dicho campo magnético generaba una corriente eléctrica en estructuras
conductoras cercanas. Esta corriente eléctrica tiene la caracteristica de orientarse en
sentido contrario a la corriente originada en la bobina y es la responsable de modificar
el estado eléctrico de las neuronas de la corteza cerebral, tal y como se muestra en la
figura 4.
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Scalp

Current flow

Figura 4. Una corriente eléctrica fluye a través de la bobina o coil; ésta genera un
campo magnético y a su vez este campo magnético genera una corriente eléctrica
de sentido contrario en la corteza cerebral.

El hecho es que la penetracion en el craneo del paciente no se produce a través de una
corriente eléctrica, como ocurre en la EET, sino a través de un campo magnético, el
cual es el responsable de inducir una corriente eléctrica en la corteza cerebral.

Aunque se ha comentado con anterioridad, conviene destacar de nuevo que la
corriente eléctrica de alto voltaje que se utiliza en la EET produce dolor. Ya que,
aungue el encéfalo carece de nociceptores, si se activan estos receptores tanto a nivel
cutaneo como muscular en el craneo.

Por tanto, el uso de la estimulacion magnética transcraneal en lugar de la estimulacién
eléctrica transcraneal (EET) permite que la estimulacidon sea mucho mas tolerable para
el individuo que recibe la estimulacién (23).

Por otra parte, la disposicion y formas de las bobinas del estimulador permite producir
estimulos de diferentes caracteristicas (24, 25), como se aprecia en la figura 5.

Un coil (dispositivo a través del cual se aplica el estimulo magnético) circular permitira
un estimulo poco focalizado aunque mas profundo (figura 5a), mientras que un coil en
ocho (figura 5b), al solapar dos bobinas a través de la cuales fluyen corrientes en
sentidos opuestos, permitird que parte de los campos generados se contrarresten y
por tanto la aplicacion esté mas localizada en un punto. Por ultimo, existen otros tipos
de coil que también usan dos bobinas, pero éstas no estan dispuestas en el mismo
plano, sino que forman un angulo de 100° entre si (figura 5c). Esta distribucidon permite
una mayor profundidad en la aplicacién del campo y su uso estd propuesto para
permitir acceder a estructuras algo mas profundas en el cerebro.
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Figura 5a Figura 5b Figura 5¢

Figura 5. Se representan los diferentes tipos de coil para estimulacion magnética transcraneal. Debajo se muestra
diagrama del campo magnético generado en un modelo de cerebro en un craneo esférico. La escala de colores
representa la magnitud del campo generado en funcién del campo maximo en el cerebro (Ebrain). Las flechas
representan la direccion y sentido del campo. Figura 5a: coil circular de 90 mm; figura 5b: coil en ocho; figura 5c: coil
conico. Fuente: Adaptado de Paulus et al., en Lozano 2013 (23).

2.3. Estimulacion mediante pulso unico

La estimulacion magnética transcraneal (EMT) mediante pulso Unico genera un campo
magnético inducido que produce a su vez una corriente eléctrica sobre una o varias
areas en la corteza, donde produce una despolarizacién y, por tanto, activa dicho area
cortical.

Si aplicamos esta estimulacién en diferentes areas corticales, puede observarse cémo
estas areas comienzan a activarse, expresando su comportamiento habitual. Por
ejemplo: si se aplica esta estimulacion sobre la corteza visual, el individuo verd
fosfenos (26).

La primera diana estudiada fue la corteza motora. Estimulando este area cortical se
activa la via corticoespinal. La activacidon de esta via provoca a su vez la activacion de
las neuronas motoras espinales. Esto a su vez produce la despolarizacion de la
musculatura (figura 6). Esta respuesta muscular es facilmente observable a través de la
electromiografia (EMG). Esta posibilidad técnica ha propiciado que la corteza motora
se estableciera como la diana mas adecuada para su estudio sistematico.
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El pardmetro utilizado para medir esa contraccion del musculo a través de EMG fue el
denominado potencial evocado motor (PEM).

Corteza motora Via Motoneuronas

primaria y corticoespinal y espinales Misculo

Figura 6. Diagrama del recorrido de la sefial desde la estimulacion magnética hasta el registro de la actividad muscular

De este modo, cuando se aplica sobre la corteza motora primaria un estimulo lo
suficientemente intenso podra observarse en el EMG un PEM (figura 7).

Figura 7. Representacion de como un estimulo
unico aplicado sobre la corteza motora genera
un potencial evocado motor (PEM) que puede
ser registrado mediante EMG. En este caso,
se esta estimulando sobre el area motora de la
mano y se registra un musculo de esta.

Este fendmeno permite estudiar la excitabilidad de la corteza motora definiendo
algunos parametros y la conduccion de la sefial a través de la via cérticoespinal. Los
pardmetros mas frecuentemente utilizados son los siguientes:

Umbral motor (UM): intensidad minima con la que es necesario estimular para
provocar una respuesta motora. Se mide en porcentaje de la maxima intensidad del
estimulador. Puede ser medida en diferentes situaciones (23, 27):

] Umbral motor en reposo (UMR): se define como la intensidad necesaria
en la estimulacién mediante EMT que consigue evocar un PEM de una
amplitud igual o mayor de 50 micro voltios (uV) en el 50 % de los
intentos (28).

] Umbral motor en activacion (UMA): se define como el umbral cuando el
musculo estd siendo contraido de forma voluntaria. Se requiere de
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nuevo que se consiga un PEM esta vez de 200 uV en el 50 % de los
intentos. El UMA es habitualmente menor que el UMR. Esto se debe a
una serie de fendmenos corticales y espinales que hacen que, si la via

corticoespinal estd activa, el estimulo para conseguir un PEM sea menor
(29).

Amplitud del potencial: Hace referencia al tamafo de la despolarizacion del musculo.
La forma mas habitual de medirla es la denominada distancia pico a pico, que consiste
en medir la amplitud desde el punto mas alto al mas bajo del potencial evocado motor
(figura 8).

Area del potencial: Esta es otra medida que, aunque menos utilizada, también hace
referencia a la magnitud de la respuesta. Consiste en medir el area interior que
conforma el PEM (figura 8).

Area - Distancia de pico a

pico

Figura 8. Representacion de un potencial evocado motor (PEM). Pueden
observarse la amplitud pico a pico y el area.

Curva de reclutamiento del PEM: a medida que se aumenta la intensidad de
estimulacion va aumentando también la respuesta motora. Este aumento se realiza de
forma sigmoide, y aumentando la intensidad puede llegarse a un techo que representa
el PEM maximo (28).

Periodo de silencio: cuando se aplica un estimulo sobre la corteza motora existe un
periodo en el que el musculo cesa o disminuye su actividad medida con EMG. Este
periodo se extiende desde después del PEM y puede prolongarse hasta 300 ms.

Este periodo de silencio tiene dos fases: una fase inicial que viene inducida por
mecanismos espinales de inhibicion de la neurona motora alfa y dura 50-75 ms y otro
periodo posterior que viene determinado por la inhibicion intracortical (23). Este
parametro es el Unico fendmeno inhibitorio que puede medirse con estimulo Unico.
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La corteza motora y el estudio de su excitabilidad observando sus respuestas
musculares con EMG es una diana clara tanto para el conocimiento de la fisiologia
como para plantear posibilidades terapéuticas.

Sin embargo, estas caracteristicas técnicas no implican que la corteza motora sea la
Unica en poder variar su excitabilidad mediante pulsos magnéticos.

2.3.1. Onda D, onda I1 y ondas I tardias

Continuando con el ejemplo de la corteza motora, podemos afirmar que estimulandola
(ya sea con un pulso de corriente, o bien con estimulos magnéticos) puede obtenerse
una respuesta en la musculatura que es registrable a través de electromiografia.

Sin embargo, este estimulo eléctrico o magnético aplicado sobre la corteza tiene que
ser capaz de mantenerse a través de una o varias sinapsis en su trayectoria, hasta el
musculo.

Algunos autores quisieron estudiar qué ocurria en ese trayecto desde la corteza
motora hasta el musculo (figura 9). Para ello plantearon diversos modelos
experimentales. Todos ellos buscaban tener alguna medida intermedia, es decir, poder
registrar los trenes de impulsos que se transmitian a través del haz corticoespinal en
algun punto de esta via. El sitio mas frecuentemente registrado ha sido el registro
epidural de la médula espinal cervical.

Estimulo

Q Registro epidural
ondas D/I

(o
/

ol
L

Figura 9: Esquema del modelo experimental en el que se estimula la corteza motora y se registra la sefial eléctrica
descendente a nivel cervical

Los primeros modelos fueron en primates (19, 29, 30); mas tarde, en humanos
anestesiados (30) y, finalmente, en sujetos despiertos (29, 30).
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De estos trabajos se desprende que cuando la corteza es estimulada ya sea con pulsos

de corriente (EET), o bien con estimulacién magnética transcraneal (EMT), se producen

diferentes tipos de ondas que son registradas en la médula espinal cervical:

Onda directa (onda D): es la onda de menor latencia, se produce por un
estimulo directo de los axones del haz cérticoespinal.

Primeramente fue descrita ante una estimulacién eléctrica anddica (19) y es la
primera onda que puede ser registrada ante este tipo de estimulacién. También
es posible registrarla con estimulacion catddica. Pero en este caso su latencia
es ligeramente superior, lo que sugiere en el caso de estimulacidn catddica que
la despolarizacidén del axon se produce algo mas alejado del lugar de registro y
por tanto mas cerca del cuerpo de la neurona (30, 31).

También es posible reclutarla a través de estimulos magnéticos simples aunque
requiere de un aumento considerable de la intensidad del estimulo:
aproximadamente, 1,5 veces el umbral (30).

Onda indirecta (onda I1): este tipo de ondas se caracteriza por tener una
latencia mayor que la onda D. Es decir, no es una estimulacién directa del axén
corticoespinal como en el caso de la onda D, sino una estimulacién de algunos
circuitos corticales (cértico-corticales y talamo-corticales) que terminan
despolarizando a la neurona cdrticoespinal (19, 31).

Cémo es légico, este requiere de algo mas de tiempo, de ahi su mayor latencia.

La EET también puede evocar, utilizando intensidades muy altas, ondas I1. En
los experimentos de Patton y Amassian (19) la estimulacion eléctrica epidural
(no transcraneal) permitia evocar ondas 11 (y ondas | mas tardias), pero este
tipo de reclutamiento de ondas | es dificil de obtener por via transcraneal en un
sujeto despierto.

Ondas indirectas mas tardias (later-l waves): aumentando la intensidad del
estimulo magnético se reclutan otras ondas indirectas cuyo origen todavia no
estd claro, aunque puede atribuirse también a diversos circuitos corticales.

Un fendmeno caracteristico de estas ondas | tardias es que se repite con cierta
periodicidad (1,2-1,5 ms), de forma que ante un estimulo magnético pueden
obtenerse una o varias onda I, que se nombran consecutivamente como 11, |12,
13..., y asi sucesivamente (23, 31).

27



Samuel Jiménez

2.3.2. Diferencias entre estimulacion eléctrica directa y estimulacion
magnética transcraneal

Si bien es cierto que ambos tipos de estimulacién (eléctrica y magnética) pueden
tedricamente producir tanto ondas D como ondas |, también es cierto que no lo hacen
de la misma manera.

La estimulacion eléctrica (EET) induce principalmente ondas D, y sélo si se aumenta
significativamente la intensidad del estimulo se producen ondas | (casi exclusivamente
11) (30). En cambio, la estimulacién magnética transcraneal (EMT) induce inicialmente
ondas tardias, es decir, ondas I. Solo si se aumenta significativamente la intensidad del
estimulo apareceran ondas D (31).

Hasta el momento las diferencias mencionadas entre las ondas directas (D) e indirectas
() son dos: la latencia y el hecho de que se recluten mas facilmente con un
determinado tipo de estimulacion; la estimulacién eléctrica, en el caso de la onda onda
D, y la estimulacién magnética, en el caso de la onda .

Esto sugirié a algunos autores una diferencia en cuanto al punto en el que se originan
las ondas D e | y, por tanto, dénde pueden actuar mas facilmente la estimulacién
eléctrica y la magnética, respectivamente.

= Laonda D, reclutada mas facilmente con EET, posee una menor latencia, lo que
sugiere que su origen esta en la despolarizacion directa de los axones del haz
corticoespinal, como se muestra en la figura 10 (19).

= Las ondas | son reclutadas mas facilmente a través de la EMT y tienen una
latencia mayor, lo que sugiere que no son producto directo de la estimulacién
de los axones descendentes piramidales, sino que activan interneuronas de la
corteza motora que a su vez activan estas neuronas piramidales descendentes
(30), figura 10. De hecho, al eliminar quirdrgicamente los cuerpos neuronales
de la corteza (sustancia gris) y si se preservan las fibras descendentes (axones),
las ondas | dejan de aparecer, mientras que las ondas D siguen siendo visibles
(19, 31).
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Figura 10. NCE: Neurona Corticoespinal; IN: Interneurona.
Las ondas D, mas faciimente reclutables con EET, se
TES originan por la estimulacion directa del axén descendente de
la neurona coérticoespinal. Las ondas |, mas facilmente
reclutables con EMT, se originan por la estimulacion de IN
Onda D que a su vez activa a la neurona coérticoespinal, de ahi su
mayor latencia.

En la siguiente tabla pueden verse a modo de resumen las principales caracteristicas

de las ondas D, 11 e | tardias.

Latencia Corta Larga Mayor aun, periddica
Origen Axon cérticoespinal | Circuitos corticales Circuitos corticales
Medio de . . . L . L
e Estimulacion Estimulacion Estimulacion
. eléctrica (EET) magnética (EMT) magnética (EMT)
principal

Tabla 1. Principales caracteristicas de las ondas D, | e | tardias.

2.4. Estimulos pareados

Como su propio nombre indica, este tipo de estimulacidon consiste en aplicar dos
estimulos magnéticos de forma consecutiva.

El objetivo principal de estas técnicas consiste en aplicar un primer estimulo
condicionante en la corteza motora del sujeto; este estimulo se realiza habitualmente
en la regién que representa la mano y a intensidades por debajo del umbral motor, por
tanto, sin respuestas motoras. Posteriormente, se aplica otro estimulo condicionado,
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habitualmente a intensidad supraumbral y por tanto puede registrarse la actividad
resultante en el musculo en forma de PEM.

En funcidn de la intensidad y de la separacién entre estimulos, se describen diversos
efectos:

= SICI (short interval intracortical inhibition): cuando la separacién entre el primer
estimulo y el segundo es de 5 ms o menor, se consigue una inhibicién de la
actividad descendente (no afecta a la onda 11, pero las ondas | tardias si se ven
disminuidas) y también de la actividad registrada en el musculo diana (PEM)
(23).

= |CF (intracortical facilitation): cuando el intervalo entre los dos estimulos es de
10-40 ms, existe una facilitacion de la actividad descendente y de los PEM
registrados en el musculo (31).

= [ICI (long latency intracortical inhibition): si se aumenta mas aun el intervalo
entre estos dos estimulos llevando a 50-200 ms se produce de nuevo una
inhibicion tanto de la actividad descendente en los axones cdrticoespinales
como en los PEM de la musculatura (23).

Actualmente se acepta que estos fendmenos de facilitacion e inhibicidon son producto
de mecanismos corticales, ya que estos estimulos pareados consiguen modular no sdlo
la respuesta motora registrada electromiograficamente (PEM), sino también las ondas
I1 e | tardias, cuyo origen cortical ya ha sido expuesto con anterioridad. Ademas, estos
fendmenos pueden verse modificados al utilizar farmaco que modifiquen Ia
receptibilidad de las sinapsis corticales (23).

2.5. Estimulacion repetitiva
Adoptando una visién global de lo expuesto hasta el momento, puede resumirse que:

= En primer lugar, se han descrito algunos fendmenos plasticos del SN,
especialmente de neuronas aisladas. Cuando se estimula una neurona, bajo
determinadas circunstancias, pueden generarse cambios en la comunicacion
(sinapsis) con otras neuronas. Si estos cambios son duraderos se denominan
PLP o DLP.

= En segundo lugar, se ha expuesto cdmo es posible estimular las poblaciones de
neuronas (corteza cerebral) de forma no invasiva y que ademas existen formas
de medir los efectos producidos por esta estimulacion cortical.

En la evolucién de las neurociencias, un paso légico para muchos grupos fue el intentar
combinar estos dos fendmenos. Se utilizaron para ello métodos no invasivos como
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aplicar estimulos sobre poblaciones de neuronas (y no Unicamente sobre neuronas
aisladas) y comprobar si se producian cambios plasticos en estas poblaciones.

Este planteamiento es la idea principal de la utilizacion de estimulacion repetitiva
sobre la corteza cerebral. En este capitulo se describirdn las opciones mas
frecuentemente utilizadas para generar cambios plasticos duraderos en la corteza
cerebral, prestando especial atencidn a la corteza motora.

2.5.1. Protocolo EMTr (Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva)

En directa analogia con lo que ocurria en células aisladas (por ejemplo: del
hipocampo), cuando se aplican trenes de impulsos repetidos con EMT sobre la corteza
motora, se producen cambios en su excitabilidad.

Esta variacion depende de cdmo se combinen la intensidad de estimulo, la frecuencia
de estimulo y el tiempo de estimulacién.

Generalmente, cuando se aplican trenes de estimulo de baja frecuencia (1-2 Hz) se
produce una inhibicién, mientras que cuando se aplican estimulos de alta frecuencia
(> 5 Hz) se produce un aumento de la excitabilidad (23, 32).

Estos cambios pueden ademas mantenerse en el tiempo y, aunque los mecanismos
exactos no son conocidos en profundidad, guardan analogia con los cambios descritos
como PLP y DPL, de ahi que frecuentemente se denominen PLP/DLP-like.

Estos protocolos de EMTr fueron ampliamente estudiados no sélo desde el punto de
vista fisioldgico en experimentacidon animal y en sujetos sanos, sino también en el
ambito clinico. Mostraron ser seguros (32) y han sido utilizados en multiples
situaciones clinicas. Un ejemplo caracteristico es la utilizacion de estos protocolos en
pacientes con hemiparesia, en los cuales se consigue influir en la recuperacion de la
actividad de la mano afecta a través de la estimulacion a alta frecuencia del hemisferio
lesionado o mediante estimulacion a baja frecuencia del hemisferio no lesionado (33,
34). A pesar de estos resultados, la bibliografia en este ambito es incierta debido
especialmente a la gran variabilidad de los mismos (35).

2.5.2. Protocolo TBS (theta burst)

Si bien es cierto que los protocolos EMTr producen cambios analogos a los cambios
plasticos PLP/DLP (PLP/DLP-like), algunos autores sugieren algunas limitaciones en este
tipo de protocolos de estimulacidn repetitiva (36):

= Seguridad: en humanos no se utilizaban frecuencias mayores de 10 Hz, a pesar
de que en experimentacion animal se habian usado frecuencias mayores.
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= Dificultad para determinar los efectos: diversos estudios mostraban una gran
variabilidad en los efectos entre diferentes individuos.

= Duracion del efecto: los cambios producidos rara vez se prolongan mas alla de
30 minutos.

= Tiempo de intervencién: el tiempo de aplicacién para obtener resultados es
excesivamente largo.

Estas limitaciones producian, en la opinidon de Huang y colaboradores, unos resultados
clinicos excesivamente variables (36).

Paralelamente, Larson y Lynch habian descrito que, en el hipocampo (CA1), las células
piramidales utilizaban un patrén theta de disparo (3-7 Hz, trenes de impulsos
separados por 200 ms), y sobre las fases positivas y negativas de estas ondas theta se
sumaban otras ondas de mayor frecuencia (37, 38). Debe recordarse que este patrén
theta forma parte de los ritmos de activacion propios del encéfalo que son registrables
a través de electroencefalografia (EEG).

Con estos datos, algunos grupos habian utilizado protocolos de estimulaciéon que
incluyeran este patréon theta de estimulacién tanto in vitro como in vivo (39, 40),
consiguiendo cambios PLP/DLP.

Resumiendo la informacién expuesta en este apartado:

= Por un lado, los ritmos artificiales con frecuencias constantes (EMTr)
mostraban varias limitaciones.

= Por otro lado, existen otros ritmos propios del SN que podemos ver en el EEG
y, ademds, un drea muy vinculada al fendmeno PLP y DLP (hipocampo)
utilizaba uno de estos ritmos especificos para comunicarse (theta).

= Por ultimo, la experimentacion animal habia mostrado buenos resultados con
estos ritmos theta para producir cambios PLP/DLP.

Con todos estos antecedentes Huang y sus colaboradores adaptaron el protocolo TBS
para que fuese aplicable a la corteza motora a través de un estimulador magnético
transcraneal (36).

Los estimulos magnéticos se aplican en trenes de impulsos caracteristicos. Un tren se
conforma de 3 impulsos con una frecuencia de 50 Hz y este tren de impulsos es
repetido cada 200 ms, 5 Hz (figura 11).
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Estos trenes de impulsos fueron aplicados inicialmente sobre la corteza motora

siguiendo varios paradigmas (figura 11):

Theta burst continuo (cTBS): se aplica el protocolo TBS de forma continua
durante 40 segundos. Esto supone un total de 600 pulsos.

Theta burst intermitente (iTBS): se aplican estimulacion TBS durante 2
segundos de forma intermitente cada 10 segundos. De este modo el protocolo
durard 190 segundos. El nimero total de pulsos sera también de 600.

Theta burst intermedio (imTBS): la estimulacién TBS se aplica durante 5
segundos y se repite cada 15 segundos; de nuevo, el nimero total de pulsos
sera de 600 y en este caso la intervencion dura 110 segundos.

iTBS

TTTTIT T 1111111 I 111
¢ 10s vv= o
imTBS

¢ 5s >

: 15s —

cTBS

Figura 11. Esquema de los protocolos TBS utilizados por Huang y colaboradores. El patron basico es de tres estimulos
con una frecuencia de 50 Hz cada 200 ms. iTBS (intermitente), ImTBS (intermedio), cTBS (continuo). Los tres
protocolos implican la misma cantidad de estimulos, de ahi que el tiempo de aplicacién varie de uno a otro.

Hubo varios elementos sorprendentes en esta descripcion inicial:

1. Por un lado, que los diferentes protocolos, aun teniendo como base el patrén

TBS, mostraron efectos muy distintos. Asi, el ¢cTBS producia inhibicion de la
excitabilidad de la corteza motora, con una supresiéon de los PEM; por el
contrario, el iTBS producia un aumento de la excitabilidad cortical que se veia
reflejada en una facilitacion de los PEM. Respecto al imTBS, no producia
variacion significativa de la excitabilidad cortical (figura 12).

Otro elemento destacable fue que con tiempos de estimulacién muy reducidos
(40-190 s) se consiguen efectos PLP/DLP-like que son ademas mas duraderos
que en el caso de la EMTr, llegando a ser de hasta una hora en el caso de cTBS.

Ademas, gracias al andlisis de la estimulacion pareada (36) y sus efectos sobre
SICI (short interval intracortical inhibition) e |CF (intracortical facilitation) asi
como a estudios farmacoldgicos (41), se consiguid demostrar que estas
variaciones en los PEM se debian a modificaciones en los circuitos
intracorticales y no en la médula espinal.
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Figura 12. Efecto de los diferentes protocolos TBS sobre los PEM. La estimulacion intermitente TBS (iTBS) provoca un
aumento de los PEM que se prolonga hasta los 15 minutos aproximadamente. Por el contario, la estimulacion continua
(cTBS) produce una inhibicion de los PEM que se prolonga durante 60 minutos. La estimulacion intermedia (imTBS) no
tiene efecto sobre los PEM.

2.5.3. Efectos de la cTBS sobre la onda I1

Centrandonos en los elementos mas concretos y relevantes para el desarrollo de esta
tesis y como se ha expuesto anteriormente, el protocolo cTBS propuesto por Huang et
al. provocd una disminucion de la respuesta motora (PEM). Dicha disminucidn se debia
a una modulacién de la excitabilidad de la corteza motora y ésta se prolongd en el
tiempo. Estas adaptaciones son sugestivas de cambios plasticos PLP/DLP-like de los
circuitos de la corteza motora.

Di Lazzaro (42) se propuso profundizar en la relacidon entre estos cambios corticales y la
disminucién de la respuesta motora. Para ello registré la ondas descendentes directas
e indirectas (ondas D e ) de sujetos que tenian implantados electrodos cervicales para
el control del dolor.

Al aplicar sobre estos sujetos el protocolo cTBS, encontré que esta estimulacion es
capaz de inhibir selectivamente la onda 11, sin afectar significativamente a la onda D ni
a las ondas | mas tardias.

Como se ha citado anteriormente, la onda D tiene su origen en la propia neurona
piramidal y, al no verse afectada, puede interpretarse que la cTBS no modifica esta
neurona descendente directamente, sino que la inhibicion tiene que estar en otro
punto previo, en otras neuronas que traten de excitarla.

Por tanto, puede afirmarse que de entre todos los circuitos que pueden modular la
excitabilidad de la neurona motora descendente solo se afectan aquellos circuitos que
generan la I1. Es decir, aquellas neuronas que sinaptan directamente con la neurona
corticoespinal.
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3. Arco reflejo y reflejo H

En este capitulo describiremos los circuitos basicos de la médula espinal, base sobre la
que desarrollard este trabajo.

Un reflejo puede definirse como una respuesta automatica e involuntaria que produce
un ser vivo ante un estimulo determinado. Generalmente, las respuestas son
respuestas motoras, aunque existen otros tipos de respuestas. De hecho, para centrar
el dmbito se obviaran aquellos reflejos que producen otras respuestas tales como la
secrecion de sustancias por determinadas glandulas.

Estos reflejos que provocan respuestas motoras se encuentran en los distintos niveles
del SN. Existen reflejos propios de la médula espinal, pero también en el tronco del
encéfalo.

Ademas de por su localizacién, pueden clasificarse por su complejidad. Existen reflejos
polisinapticos y monosindpticos. Los polisinapticos involucran a multitud de neuronasy
controlan comportamientos complejos (por ejemplo: reflejo vestibulo-ocular),
mientras que los monosinapticos controlan comportamientos menos sofisticados (por
ejemplo: reflejo miotatico).

En cualquier caso, estos reflejos juegan un papel relevante en el control del
movimiento. Ejercen una influencia notable; no la Unica, pero si importante, sobre el
comportamiento de la neurona motora espinal. Esta neurona motora espinal o via final
comun, como la denominé Charles Sherrington (43), es a la postre la encargada de
controlar el musculo y por tanto el movimiento y la postura.

3.1. Reflejo miotatico

El reflejo miotdtico ha sido ampliamente estudiado en la literatura (44). Basicamente,
responde a la descripcidon de que ante el estiramiento de un musculo, dicho musculo
reacciona contrayéndose para evitar o disminuir dicho estiramiento.

Inicialmente se pensd que este comportamiento respondia a propiedades elasticas del
propio musculo. Sin embargo, Sherrington a principios del siglo XX demostré que este
comportamiento se abolia cuando se seccionaban las raices anteriores o posteriores
de la médula espinal. Con ello demostrd que el reflejo miotatico requiere de una raiz
sensitiva que se origina en el propio musculo, y llega a la medula espinal, y de una raiz
motora originada en la propia médula espinal que llega de nuevo al musculo (43).
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3.1.1. Componentes del reflejo miotatico

Su origen esta en un receptor especifico, el huso muscular (figura 13). Este receptor
consta de tres partes diferenciadas:

= Fibras sensitivas tipo la: se originan en la parte central del huso muscular, se
despolarizan al distenderse dicha parte central, transmitiendo el estimulo hacia
la médula espinal. Estas fibras sensitivas son de gran calibre y estén
mielinizadas, por lo que propician una velocidad de conduccién rapida.

= Fibras intrafusales: grupo de fibras musculares situadas en los polos del
receptor. Al contraerse, tienen la capacidad de aumentar la tension sobre la
parte central del receptor y, por tanto, facilitar su excitabilidad.

=  Gamma motoneuronas: son neuronas motoras que terminan en los polos del
huso muscular. Provienen de la médula espinal y tienen la capacidad de
despolarizar (activar) las fibras intrafusales, constituyendo un mecanismo de
control sobre la propia excitabilidad del huso muscular.

Firbas ex-
trafusales

en reposo
Huso muscular. >// ¥
Terminales sensitivias /

Fibras intrafusales
del huso muscular

Fibras extrafusales.
Motoneurona

Figura 13. Arco reflejo. Ante un aumento de la tension en el huso muscular, este activa las fibras sensitivas (la) (2) y el
estimulo se transmite hacia la médula espinal donde despolariza a la alfa motoneurona (3) que provoca la contraccion
del musculo.

Esta estructura basica es lo que se denomina habitualmente «arco reflejo», es una
entidad anatémica, la cual constituye una unidad funcional que permite entender este
comportamiento reflejo basico.

Ante un estimulo de estiramiento del musculo, y debido a que el huso muscular se
dispone en paralelo al mismo, se produce también un estiramiento de éste. Si dicho
estimulo es suficiente como para ser detectado por las terminales nerviosas sensitivas
del huso muscular, sera transmitido por las fibras la hacia la médula espinal. Una vez
alli, el estimulo penetrard por el asta posterior para hacer una sinapsis con la alfa
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motoneurona que provocara una contracciéon homdnima, es decir, del mismo musculo
que generé el estimulo.

3.1.2. Otros fenomenos relacionados

Existen multitud de fendmenos estrechamente relacionados con el reflejo miotatico
gue merecen mencion, por su implicacién en el control del movimiento:

= Contracciones heterdnimas: tal y como se ha descrito anteriormente. Las fibras
la, llegan a la médula espinal donde establecen una sinapsis con las alfa
motoneuronas. Dichas neuronas se prolongan hasta el musculo donde se ha
originado el estimulo. Ademads, las motoneuronas espinales, también se
conectan directamente con motoneuronas que inervaran musculos agonistas.
De este modo, facilitaran la contracciéon de los musculos con una funcién
similar a la del musculo de origen. Es por tanto un mecanismo a nivel medular
para la colaboracién en sinergias de distintos grupos musculares con funciones
similares.

= |nhibicion reciproca: las fibras la también establece una conexién inhibitoria
con musculos antagonistas. Esta inhibicion del antagonista se realiza a través
de una neurona inhibitoria en la propia médula espinal.

= Motoneuronas gamma: como se ha mencionado anteriormente, estas gamma
motoneuronas que se originan en la médula espinal controlan el grado de
contraccion de las fibras intrafusales y por tanto suponen un mecanismos para
regular la excitabilidad del huso muscular. A través de esta regulacion
constituyen un mecanismo de control del grado de contracciéon de la
musculatura.

3.1.3. Implicaciones clinicas de los reflejo medulares

Desde un punto de vista amplio, la actividad del huso muscular y su integracion en la
médula espinal es un mecanismo que permite regular el movimiento, no tanto del
propio musculo, sino de musculos sinergistas y antagonistas a través de circuitos
medulares.

Ademas, debe tenerse en cuenta que el huso muscular no es el Unico receptor que
tiene influencia motora. De hecho, son muchos los receptores que, directamente o a
través de interneuronas en la médula espinal, pueden facilitar o inhibir a las neuronas
motoras alfa y por ende tener influencia motora. Ejemplos claros de estos fendmenos
son los organos tendinosos de Golgi, los receptores articulares o los receptores
cutdneos (figura 14).
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Figura 14. Diversos receptores tienen una influencia sobre las neuronas motoras de la médula espinal, ya sea
facilitando su contraccion, ya inhibiéndola. En este caso se muestra la influencia inhibitoria de un 6rgano tendinoso de
Golgi de un receptor articular y de un receptor cutaneo. Estos tres receptores (fibras en rojo) llegan a médula espinal
donde sinaptan con interneuronas (en negro) para a su vez influir sobre la neurona motora espinal (naranja), que
influira sobe el musculo.

Por tanto, puede decirse que estos reflejos son relevantes para el control del
movimiento en condiciones normales y que su alteracién produce trastornos del
mismo. Por ejemplo: tras multiples alteraciones del sistema nervioso central pueden
alterarse estos circuitos medulares desarrollando entidades como la espasticidad (45-
47) con gran impacto en el estado de salud y la funcionalidad de las personas que lo
sufren (48).

3.2. Reflejo H

El reflejo H o reflejo de Hoffman fue inicialmente mencionado por Pipper en 1912,
aungue seria Hoffman en 1918 quien estudid y describid dicho reflejo en profundidad
(49).

Actualmente se considera el reflejo H como el equivalente electrofisioldgico al reflejo
miotatico (49-51), es decir, es la aproximacion que existe para medir este arco reflejo
(miotatico) desde un punto de vista neurofisiolégico. El reflejo H mide las
caracteristicas del arco reflejo a través de la electromiografia.

La figura 15 muestra el mecanismo basico de este reflejo H. Para poder medirlo es
necesario:

= Un nervio mixto (que incluyan tanto fibras sensitivas como motoras); por ello,
inicialmente se describid sobre el nervio tibial posterior. De hecho, la mayoria
de la bibliografia que existe al respecto del reflejo H se realiza en este nervio
(49, 51).
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= Un electromidgrafo que registrara la actividad del musculo diana del nervio
mixto seleccionado, habitualmente el musculo séleo.

= Un estimulador eléctrico que permita despolarizar el nervio en cuestién (tibial
posterior).

Fibra Ia

Estimulo

173

>

Neurona Motora
Médula Espinal Musculo

Figura 15. Esquema del montaje para reclutar el reflejo H. Se aplica un estimulo sobre la neurona sensitiva (la) y este
estimulo viaja a la médula espinal, donde despolariza a la neurona motora (alfa motoneurona) que a su vez
despolarizara al musculo diana y esta sefial sera recogida por el electromiografo.

Con esta preparaciéon basica se puede aplicar un estimulo sobre el nervio que
provocara una despolarizacién de las fibras sensitivas. Este estimulo viaja hasta la
médula espinal donde entra por el asta posterior y llega hasta la region motora. Alli
despolariza las alfa motoneuronas encargadas de provocar la contraccién del musculo.
Esta contraccidn sera registrada por EMG originando la onda H (o reflejo H) como se
muestra en la figura 16.

Onda -M Onda-H

Artefacto de estimulo

Figura 16. Representacion del registro electromiografico
de la onda H y la onda M. La onda M es de menor
latencia que la onda H.

Esta onda H es registrable en torno a 23-29 ms después de haber aplicado el estimulo
(52), aungque estos datos son ligeramente variables en funcién de la poblacién. Si se
aprecia un aumento de esta latencia, se considera como indicador de patologia (52,
53).
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Paralelamente a la despolarizacién de estas fibras sensitivas, puede producirse una
estimulacion directa de los axones de las alfa motoneuronas por accién del estimulo
eléctrico. Si esto ocurre, se podra observar una despolarizacién del musculo previa a la
onda H. A dicha onda de menor latencia se le denomina onda M. Es necesariamente
mas temprana, ya que su reclutamiento no exige el viaje hasta la médula espinal del
estimulo ni la sinapsis con la alfa motoneurona (figura 16).

3.2.1. Relaciéon entre onda Hy onda M

La interaccién entre la onda H y la onda M sigue un comportamiento caracteristico en
el que:

= Las fibras sensitivas (la, necesarias para que se produzca la onda H) son de
mayor calibre y por tanto de menor umbral, y se despolarizan con un estimulo
eléctrico de menor intensidad.

= Las fibras motoras (alfa motoneuronas, necesarias para que se produzca la
onda M) tienen un menor calibre y por tanto un mayor umbral; requieren de
un estimulo eléctrico mayor para su despolarizacion.

Esto hace que el umbral de la onda H sea menor que el umbral de la onda M. Por
tanto, si se van aplicando estimulos sobre el nervio de intensidad creciente, la onda H
es la primera en ser reclutada. A medida que aumenta la intensidad del estimulo
pasara a reclutarse la onda M, y si se sigue aumentando la intensidad llegard un
momento en el que la onda M sea mayor y la onda H desaparezca (54).

Esto se debe a que la despolarizacion de la fibra motora, ademas de provocar
ortodromicamente la despolarizacion del musculo, es conducida antidromicamente
hacia el cuerpo de la alfa motoneurona. Esto producird eventualmente una
despolarizacién del soma y una posterior repolarizaciéon que entrara en conflicto con el
estimulo proveniente de la neurona sensitiva la, asi la onda H tendra paulatinamente
mas dificultad para ser reclutada (49).

3.2.2. Similitudes entre la onda Hy la onda I

Tanto la onda H como la onda | son medidas electrofisiolégicas de la excitabilidad de
una neurona motora:

= La onda | representa la excitabilidad de la neurona motora cdrticoespinal que
va desde la corteza motora a la médula espinal.

= La onda H representa la excitabilidad de la neurona motora espinal que
discurre desde la médula espinal a la unién neuromuscular.
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Tanto en el caso de la corteza motora como en el caso de la médula espinal existen
circuitos que son capaces de inhibir selectivamente la neurona motora de forma
presindptica, figura 17.

Estimulo TMS

[
Neurona Presinaptica
(interneurona cortical)

Neurona Motora
cortico-espinal

e

Registro Cervical de
laonda |

Estimulo Electrico
en el nervio mixto

\
Neurona Presinaptica
(Ib)

Neurona Motora
espinal

Registro

Electromiografico de
M la onda H

Figura 17. Diagrama del reclutamiento de la onda | (figura 17a) y de la onda H (figura 17b)

Por tanto, puede decirse que existe un paralelismo estructural y funcional entre la
corteza motora y la médula espinal, ya que en los dos casos existe:

= Una neurona motora.
= Un circuito presinaptico capaz de modular la actividad de esa neurona motora.

Ademads, tenemos una medida de esta interrelacion a través de la onda | y de la onda
H.
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4. Hipotesis y objetivos
De lo expuesto hasta el momento puede sustraerse:

= En la corteza motora existen circuitos que inhiben selectivamente la neurona
motora primaria. Este fendmeno puede medirse a través del registro epidural
de la onda I1.

= Existen protocolos de estimulacidon cerebral no invasiva que son capaces de
activar estos circuitos y por tanto de inhibir a la onda I1.

= Entre estos protocolos es especialmente efectivo el protocolo cTBS.

= La arquitectura de la médula espinal y de la corteza motora poseen ciertas
analogias. En ambas existe una neurona motora y su excitabilidad puede ser
modulada por circuitos inhibitorios.

= Existe un paralelismo entre la corteza motora y la médula espinal.

o La onda I1 representa el grado de excitabilidad de la neurona motora
cortical.

o El reflejo H representa el grado de excitabilidad de la neurona motora
espinal.

= La sinapsis excitatoria que es responsable de la formacion de la onda H es mas
facil de estudiar que la sinapsis excitatoria responsable de la génesis de la onda
1.

4.1. Hipotesis
Hipotesis conceptual

Una serie de estimulos eléctricos con un patrén cTBS aplicados sobre un nervio
periférico produce cambios inhibitorios en la neurona motora espinal.

Hipétesis operativa

La aplicacién de estimulos eléctricos con un patrdn cTBS aplicados sobre el nervio tibial
posterior en sujetos sanos es capaz de producir cambios inhibitorios en la neurona
motora espinal y estos cambios se veran reflejados en una inhibicidn del reflejo H tras
la intervencién.
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4.2. Objetivos
Objetivo principal

Conocer si la aplicacion de estimulos eléctricos con un patron cTBS aplicado sobre el
nervio tibial posterior modula la neurona motora espinal modificando la onda H.

Objetivos secundarios

= Definir cdmo varia esta modulacién a lo largo del tiempo (perfil temporal), en
caso de existir modulacién de la excitabilidad de la neurona motora espinal.

= Conocer la influencia de la intensidad de la aplicacién del estimulo eléctrico con
patrén cTBS sobre dicha modulacién.

= Conocer la relacién del tiempo de aplicacién del estimulo eléctrico con patrén
CTBS sobre dicha modulacion.
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5. Sujetos, material y métodos

5.1. Diseno del estudio

Para estudiar la hipotesis propuesta se plantea un estudio que nos permita corroborar
los cambios en la excitabilidad de las neuronas motoras espinales de los segmentos
lumbosacros ante diferentes tipos de estimulacion y en diferentes circunstancias de
registro o medicion.

Se plantean diferentes experimentos con disefios distintos entre si. El experimento 1
es un disefio pre-post para la valoracion de dosis del tratamiento de Neuromodulacién
(3 dosis diferentes) con crossover (Cada sujeto recibe las tres dosis en momentos
diferentes). El experimento 2 posee también un disefio de experimento control con
caracteristicas pre-post para la valoracién de una dosis diferente (prolongada y de baja
intensidad). El experimento 3 tiene las caracteristicas de un estudio de caso-control
con disefio paralelo (los sujetos que reciben un tipo de estimulacidon son diferentes a
los que reciben la otra). Al no ser posible una comparacion con un estimulo placebo, se
ha comparado una intervencién con un estimulo eléctrico con patrén cTBS y un
estimulo sin patrén (15 Hz).

El trabajo experimental se ha llevado a cabo en el Hospital Nacional de Parapléjicos de
Toledo (HNPT), en el Laboratorio de Neurofisiologia del grupo FENNSI (Functional
Exploration and Neuromodulation of Nervous System Investigation) bajo la direccién
del Dr. Antonio Oliviero.

Estas mediciones se realizaron sobre sujetos sanos, reclutados ente el personal del
HNPT. Todas las mediciones se realizaron entre los afios 2010 y 2015. Algunas
observaciones experimentales previas se habian realizado entre el afio 2004 y 2009. A
continuacion se detallan los periodos mas relevantes de la realizacién de los diferentes
experimentos:

= Afios 2004-2009: Se realizan algunos trabajos experimentales previos, con el
objetivo de familiarizarse con la metodologia de trabajo y como prueba de
concepto.

®= Afios 2010-2012: Se realiza los primeros experimentos (Experimento 1a).
= Afos 2012-2014: Se realizan los experimentos 1b y 2.

= Afios 2014-2015: Se realizan los trabajos que componen el experimento 3.
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5.2. Sujetos
Criterios de inclusion:

=  Sujetos sanos de entre 18 y 50 anos.
Criterios de exclusion:

= Toma de miorrelajantes u otros medicamentos que pudieran alterar el
registro electromiografico.

= Antecedentes de patologia lumbar, del sistema nervioso central (SNC) o
periférico (SNP) que pudiesen alterar las respuestas electromiograficas.

= Referir dolor lumbar o de miembros inferiores en las Ultimas cinco semanas.

Método de reclutamiento:

= Bola de nieve: esta forma de reclutamiento consiste en que los sujetos aptos
para participar en el estudio a su vez identifiguen a otros sujetos
potencialmente aptos. Si bien es cierto que esta forma de reclutamiento es
tipica de estudios de sujetos con caracteristicas muy especificas, cosa que no
ocurre en nuestro trabajo, debido a las relaciones propias de las personas del
centro donde se realiz6 el estudio parecia la forma mds adecuada de conseguir

dicho reclutamiento.

Para el célculo del tamano muestral se utilizé la herramienta web www.simple-size.net
con los cambios en la variable H/Mmax.

El umbral de probabilidad de rechazo de la hipétesis nula (Error tipo |) fue establecido
en 0,05 (alpha-two tailed). La probabilidad de rechazo de la hipdtesis nula por la
hipdtesis alternativa (Error Tipo |l) se establecid en 0,2 (Beta). La desviacidn estandar
del cambio fue fijada en 0,2. Esta estimacion se basd en estudios previos. Basados en
estos calculos la muestra de 8 participantes proporcionaria una potencia del 80% para
detectar un cambio del 20% en la amplitud de la H/Mmax antes y después de la
intervencion (55).

Habiendo estimado que 8 sujetos eran un numero suficiente para detectar los cambios
minimos esperados en la ratio H/Mmax se decide incluir 12 sujetos por grupo en los
experimentos 1y 3. Se decide incluir 10 sujetos en el experimento 2.

Todos los sujetos fueron informados de manera verbal sobre el proceso experimental
en el que iban a participar asi como sobre la intervencion y se les pidid la firma del
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consentimiento informado (anexo 1).Los experimentos fueron aleatorizados con un
sistema de sobres cerrados preparados con anterioridad.

Los procedimientos fueron aprobados por el comité ético del hospital y fueron
conducidos de acuerdo a la Declaracion de Helsinki (anexo 2).

A todos los sujetos se les informd de la inocuidad de la prueba (52, 56) asi como de la
posibilidad de retirarse de la misma en cualquier momento sin ningun perjuicio para
ellos.

5.3. Definicion de variables

Antes de describir los protocolos experimentales, resulta conveniente definir algunas
variables que son compartidas por los diferentes experimentos.

5.3.1. Intervencion / variables independientes

Continuous theta burst (cTBS): estimulo aplicado con el patrén theta burst, trenes de
tres impulsos aplicados con una frecuencia de 50 Hz; este tren de impulsos se repite
cada 200 ms, 5Hz (figura 10). En este caso el estimulo se aplica a través del estimulador
eléctrico sobre el nervio tibial posterior.

Estimulacion 15 Hz: se decide tener una corriente control. Esta estimulacion debe
consistir en la misma cantidad de corriente eléctrica, pero sin el patréon theta
caracteristico. Para ello se utiliza el patron de estimulacién con una corriente a 15 Hz
tal y como definieron inicialmente Huang y colaboradores (36).

5.3.2. Variables de control

Umbral sensitivo (US): consiste en calcular la intensidad de corriente minima detectada
por el sujeto el 50 % de las veces que se aplica un estimulo eléctrico. Para ello se usan
estimulos de las mismas caracteristicas que los que se usan para provocar la onda H
(anchura de pulso y localizacion de los electrodos), aunque se varia la intensidad. Se
inicia la estimulacidn con intensidad de 0,1 mA y se va aumentando progresivamente
de acuerdo con la literatura previa (27, 28, 32). El US se utiliza para establecer la
intensidad de la intervencion en las series de experimentos denominados experimento
1 y experimento 2 (Se detallard en el capitulo 5.5). Por tanto, no se reevalua tras la
intervencion.

Umbral de la onda H (UOH): se llama asi a la intensidad minima necesaria que requiere
el estimulo eléctrico para que el 50 % de las veces que se aplica consiga reclutar como
respuesta una onda H de al menos 50 pV. Para calcularlo, la intensidad del estimulo (1-
20 mA) se aumenta en escalones de 2 mA hasta alcanzar la onda H maxima y después
se va disminuyendo progresivamente hasta que se alcanza el UOH. Este umbral se
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utiliza para identificar la intensidad de la intervencion en el experimento 3 (se detallara
en el capitulo 5.5). Por tanto, no se reevalua tras la intervencién.

EMG Background: area del registro electromiografico basal. Es una variable medida
para comprobar que el sujeto estd relajado y las variaciones no se deben a un aumento
de la actividad de forma voluntaria.

M Mdxima (Mmdx): registro de la amplitud maxima de la onda M que es posible
reclutar. Para ello, se aplican estimulos de intensidad creciente hasta que se consigue
reclutar una onda M que no aumenta su amplitud aun con estimulos de mayor
intensidad.

Edad: edad en el momento del experimento, medida en afios desde el nacimiento.

5.3.3. Variables dependientes

Onda H: sin animo de redundar en lo expuesto en el capitulo al efecto, se toma como
onda H aquella onda que coincide en latencia con la esperada de una onda H y que
tiene una amplitud de al menos 0,5 mV (27, 28, 32).

La onda H es especialmente relevante ya que se trata del equivalente electrofisiologico
del reflejo miotatico, por lo tanto, se utiliza para corroborar si las diferentes
intervenciones consiguen modificar la excitabilidad de los circuitos espinales.

Esta onda posee diversos parametros que pueden ser medidos (area, latencia,
amplitud...). Siguiendo las recomendaciones de la literatura se ha utilizado la amplitud
(28, 44) valorada como la distancia de pico a pico de dicha onda (figura 18).

Amplitud Pico a pico

Figura 18. Diagrama de la amplitud de la onda H. Midiendo la
distancia pico a pico, es decir, midiendo la distancia lineal
desde el punto de deflexién mas bajo al mas alto de la onda H.

Para asegurar un registro de la onda H estable es necesario que el mismo numero de
fibras sea estimulado. La forma de garantizar este fendmeno en experimentos de larga
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duracion es mantener la onda M de forma constante (44). Para ello, se monitoriza la
amplitud pico a pico de la onda M cerciorandonos de que dicha amplitud no sufre
variaciones de mas de un 20 %. Para ello, si es necesario, se varia ligeramente la
intensidad de estimulacion.

Ratio H/Mmdx: debido a la variabilidad de la onda H, para su tratamiento es necesario
utilizar alguna normalizacidn. Este cociente es la forma de normalizacion mas habitual
y recomendada en la literatura (44). Se obtiene al dividir la amplitud de la onda H entre
la amplitud de la onda Mmax.

Depresion por estimulos pareados: esta variable se expresa a través de la ratio H2/H1,
es uno de los posibles mecanismos involucrados en la modulacion de la médula
espinal. Para poder evaluarla se utilizan pulsos pareados, como medida del fendmeno
de depresién homosinaptica (para mas informacion ver capitulo 2.4).

Esta técnica consiste en emitir dos pulsos pareados (figura 19) a través del estimulador
eléctrico con un intervalo inter-estimulo de 50 o 100 ms; esta separacion se randomiza
a través del software Signal 4.0 (Cambridge Electronica, Cambridge, UK).

Onda M Onda H
<€ >
Intervalo del estimulo (50 6 100 ms)

Artefacto de estimulo

Figura 19. Representacion de la estimulacion pareada. La ratio H2/H1 hace referencia al cociente entre la amplitud pico
a pico de la segunda onda H y la primera onda H. La separacion interestimulo fue de 50 o 100 ms, estimulos que se
aplican aleatoriamente.

El parametro medido de esta variable es la ratio H2/H1: este cociente se utiliza como
medida de la inhibicién producida en una estimulacién pareada. Es el resultado de
dividir la amplitud pico a pico de la segunda onda H obtenida en un pulso pareado
entre la amplitud pico a pico de la primera onda H obtenida en la misma estimulacién
pareada.

Dolor: en algunos experimentos los sujetos experimentan dolor. Este dolor podria
llegar a influir en los resultados (57). Por ello cuando el sujeto experimenta dolor, se
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utiliza la escala visual analdgica (EVA) que permite graduar de 0 a 10 la experiencia
dolorosa, donde cero representa la ausencia de dolor y 10, el maximo dolor imaginable
(58, 59).

5.4. Preparacion del registro

Cada voluntario se coloca en decubito prono con el miembro inferior derecho
descubierto, de forma que el hueco popliteo sea facilmente accesible (anexo 3).

Para el registro se colocan dos electrodos de superficie (Ag/AgCl, 3 cm): uno de ellos
sobre el musculo sdleo, en la unién entre los gemelos interno y externo, y otro de ellos
sobre el tenddn de Aquiles (17), con una separacién minima entre los electrodos de
3 cm, para evitar ruidos en el registro (14). Un tercer electrodo se coloca sobre una
eminencia 6sea, actuando como electrodo de tierra.

La sefial electromiografica es amplificada y filtrada (1Hz-3 kHz) con un amplificador
modelo Digitimer D360 (Digitimer Ltd., Welwyn Garden City, Herts, UK). La sefial se
registra con una frecuencia de muestreo de 10kHz, y se digitaliza utilizando el
convertidor analdgico-digital CED Power 1401 (Cambridge Electronic Design Ltd.,
Cambridge, UK); asimismo, se almacena en un ordenador para su posterior analisis
utilizando el software Signal (Cambridge Electronic Design Ltd., Cambridge, UK).

Para la estimulacion el reflejo H se evoca en el musculo séleo a través de la
estimulacién del nervio tibial posterior ipsilateral en el hueco popliteo. Para ello se
utilizan dos electrodos. El catodo se coloca en el hueco popliteo y el dnodo en la cara
anterior de la rétula (12).

Se aplican estimulos cuadrangulares de 1 ms con un estimulador Digitimer DS7A
(Digitimer, Welwyn. Cambridge Electrénica, Cambridge, UK) validado para su uso en
humanos a través de un estimulador (trigger) externo.

Una vez localizado el punto de estimulacién y registro adecuado se toman unas
medidas previas:

= Se calcula el US o el UOH, segun el experimento. La intensidad de estimulacién
a la cual se consigue el US o UOH sera la intensidad a la cual se aplica la
intervencion.

= Se calcula la Mmax, para lo cual se continta subiendo la intensidad del estimulo
hasta que la amplitud de la onda M no se ve incrementada aun cuando la
intensidad se siga aumentando.

En todos los experimentos realizados, una vez que se ha preparado tanto al sujeto
como el instrumental, se comprueba especificamente el EMG Background inicial antes
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de iniciar el andlisis para confirmar que el musculo efectivamente esta en reposo y se
estd registrando apropiadamente. Todos los trazos en los que el musculo no estd
relajado se descartan, ya sea durante el propio registro (on-line), o bien de forma
posterior en el analisis de los datos (off-line).

5.5. Descripcion de los experimentos

5.5.1. Descripcion genérica de los experimentos

Los experimentos realizados tienen un modelo basico (figura 21) en el que se prepara
al sujeto, el dispositivo de registro y el de estimulacién.

Se realizan una serie de medidas previas al registro:
=  FEMG Background.
= US.
=  Mmax.

Una vez tomadas estas medidas, se pasa a realizar el registro previo a la intervencién
(registro basal o T0); posteriormente se aplica la intervencién (variable en cada
experimento) y después se vuelven a hacer tres registros cada uno en un tiempo
diferente T1, T2 y T3 (inmediatamente después de la intervencién, a los 15 minutosy a
los 30, respectivamente).

Preparacion del registro

Umbral Sensitivo (US) & o

Umbral de la onda H (UOH)

M Maxima (Mmax| Registro de la onda
My H (40

INTERVENCION

EMG Background

repeticiones)

v

Tiempo Inmediato tras 15 min tras 30 min tras

Intervencion Intervencion Intervencion

Figura 20. Diagrama de flujo de las distintas fases de cada experimento
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5.5.2. Listado de los experimentos

Para poder cumplir el objetivo principal de este trabajo (Conocer si la aplicacién de
estimulos eléctricos con un patron cTBS aplicado sobre el nervio tibial posterior
modula la neurona motora espinal modificando la onda H) se han disefiado los

experimentos sus caracteristicas principales recogidos en la tabla 2.

Registro Intervencion
Ti d . ; i i
|em.p0 € Registro Modelo Tiempo Intensidad Comentarios
registro
Experllt:ento T0,T1, T2, T3 H cTBS 5,20,40's us
E .
xperll:ento T0, 71,72, T3 H cTBS 5,20,40's us M constante*
Experlzmento T0,T1, T2, T3 H cTBS 5 min us M constante
E N . R 11 0,
xperimento | o g, 1,73 | M inhibicion, - g g5p, 40s s’ [ Mconstante
3 dolor (solo cTBS)

Tabla 2. Esquema de los experimentos realizados. TO (previo a la intervencion), T1(inmediatamente posterior a la
intervencion), T2 (pasados 15 minutos de la intervencion), T3 (pasados 30 minutos de la intervencion); cTBS
(estimulacion tipo Continuous Theta burst) 15 Hz (estimulaciéon con la misma cantidad de corriente eléctrica pero sin el
patrén theta), 110 % Hth (intensidad igual al 110 % de la intensidad necesaria para reclutar la onda H).
* La onda M se ha mantenido constante exclusivamente de forma off-line.

Experimento 1

Este primer experimento se realizd en 12 sujetos sanos, con una edad media de 31,58
+5,05.

Para discernir si la estimulacién cTBS tenia efecto sobre la modulacién espinal asi como
si esta modulacidon dependia del tiempo, se aplicaron tres intervenciones de diferente
duracion (5, 20y 40 s).

A todos los sujetos se les aplicaron los tres tiempos, aunque cada experimento se
realizé con una semana de separacién para evitar el efecto acumulativo. El total de
experimentos realizados en esta serie es por tanto de 36 experimentos.

El orden de aplicacion de estas intervenciones fue aleatorizado a través de un sistema
de asignacion oculta (sobres cerrados).

A continuacidén se describen las caracteristicas de este experimento.

Experimento 1A

Una vez montados los dispositivos para la estimulacion y registro se procedid en el
siguiente orden:
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=  EMG Background: se utilizé para comprobar que el musculo estaba relajado y
no se estaba contrayendo activamente.

=  Umbral sensitivo (US): se calculd el umbral sensitivo previo a la intervencién
(ver capitulo 5.3: «Definicién de variables» para descripcion detallada).

* M mdxima (Mmdx): registro de la amplitud maxima de la onda M que es
posible reclutar. Debe recordarse que este dato es un dato absoluto, no
modificable por la intervencién y sera usado en la normalizacién de los datos.

= Registro basal (T0O): se registrd la onda H 40 veces y se utilizd el promedio de
estos 40 registros (calculado con el software Signal 4.0 recomendado por el
fabricante) para su posterior analisis.

= Intervencion: en esta serie de experimentos se utilizé siempre una estimulacién
tipo cTBS. La intensidad utilizada para la estimulacién fue la del umbral
sensitivo (US). Se utilizaron tres duraciones diferentes de intervencion: 5, 20 o
40 s. En todos los sujetos se realizaron las tres intervenciones con al menos una
semana de separaciéon entre una y otra. El orden en el que se aplicaban las
intervenciones fue aleatorizado por un sistema de sobres cerrados.

= T1-T3: se registrd la onda H en tres tiempos posteriores a la intervencién. Debe
advertirse que durante todo el tiempo el sujeto permanecié despierto vy
tumbado en la camilla de forma que el dispositivo de medicién no sufrid
ninguna variacion.

o T1: registro de la amplitud de la onda H justo después de la
intervencion. Se realizaron 40 registros. Se calculé la onda
promedio a través del software Signal 4.0. El registro de estas 40
mediciones requirié de un minuto.

o T2:registro de la amplitud de la onda H a partir el promedio de
40 mediciones en el minuto 15 después de la intervencién.

o T3: registro de la amplitud de la onda H a partir el promedio de
40 mediciones pasados 30 minutos desde la intervencion.

Experimento 1B

Al analizar los datos del experimento 1A, se observd que se estaban produciendo
variaciones en la onda M. Este fendmeno puede ocurrir en experimentos de larga
duracion (60) en los que, debido al tiempo prolongado de registro, la onda M puede
disminuir ligeramente en el tiempo.
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Una misma amplitud de la onda M refleja un nimero similar de fibras la estimuladas
(44), es por tanto necesario que la amplitud de la onda M se mantenga estable durante
todo el experimento.

Estas variaciones que se estaban produciendo podian estar variando el resultado del
promedio (H/Mmax) sin que ésto se debiera a una modulacién real de la actividad
espinal, sino simplemente al hecho de que se estaban excitando un nimero diferente
de fibras nerviosas.

Para evitarlo, se seleccionaron aquellos registros en los que la onda M no sufria una
variacién con respecto al registro basal y por tanto una cantidad similar de fibras la se
reclutaron durante todo el experimento. Se establece la variacion maxima aceptada en
un 20 % de la amplitud pico a pico de la onda M.

Este experimento 1B no supone, por tanto, una nueva serie de experimentos
propiamente dicho, sino un reandlisis de los resultados.

La intencidon de este analisis fue, por tanto, discriminar si la variacién de la amplitud de
la onda H en el experimento 1A era realmente una variacion de esta onda o era una
disminucién de la senal paulatina durante el registro.

Este analisis mostré como las variaciones obtenidas en el experimento 1A no eran
variaciones reales, sino alteraciones del registro, tal y como se mostrara en la seccion
de resultados.
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Experimento 2 (o la influencia del factor «tiempo»)

El analisis de los datos obtenidos en el experimento 1 (ver apartado de resultados) no
mostrd diferencias significativas; sin embargo, si permitid observar que a mayor
tiempo de estimulacién, mayor efecto se podria obtener. Se decide, por tanto, realizar
una segunda serie de experimentos.

La principal idea de esta serie de experimentos fue investigar si el aumento del tiempo
de estimulacién mejoraba la modulaciéon de la excitabilidad espinal y conocer los
mecanismos subyacentes. Para ello, en este experimento 2, se incluyeron algunas
diferencias, a saber:

= Se exploraron tiempos de estimulacion prolongados (300 s).

* Para evitar la variacion de la onda M y por ende del resultado de la ratio H/M
debido al factor tiempo, se decidié estabilizar la onda M durante el registro para
evitar fluctuaciones de ésta, segln lo expresado por diferentes autores (44, 61,
62). A partir de este momento vy tras la experiencia adquirida en el experimento 1,
se decidid estabilizar esta onda M en todos los experimentos que se desarrollarian
en adelante.

Este segundo experimento se realizé en 10 sujetos con una media de edad 33,81
+ 4,05. En este caso se aplicd a todos los sujetos una Unica estimulacion cTBS con una
duracion de 300 s (5 min) con la misma intensidad que en el experimento 1 (US).

De nuevo tras la preparacion del registro se realizaron una evaluacién inicial (TO) y tres
registros posteriores a la intervencion (T1, T2, T3).

A continuacién se expone el protocolo utilizado detalladamente, una vez montado el
sistema de estimulacion y registro:

EMG background: se utilizd para comprobar que el musculo estaba relajado y no se
estaba contrayendo activamente.

=  Umbral sensitivo (US): se calculd el umbral sensitivo previo a la intervencién (ver
capitulo 5.3: «Definicion de variables» para descripcién detallada).

=  Mmadx: registro de la amplitud maxima de la onda M que es posible reclutar. Debe
recordarse que este dato es un dato absoluto, no modificable por la intervencién y
serd usado en la normalizacién de los datos.

= Registro basal (T0): se registré la onda H 40 veces de forma previa a la
intervencidn. Se utilizé el promedio de estos 40 registros (calculado con el software
Signal 4.0 recomendado por el fabricante) para su posterior analisis.
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Intervencion: en esta serie de experimentos se utilizd siempre una estimulacion
tipo cTBS. La intensidad utilizada para la estimulacién fue la del umbral sensitivo
(US). El tiempo de intervencion fue de 300 segundos (5 minutos).

T1-T3: se registrd la onda H en tres tiempos posteriores a la intervencion. Debe
advertirse que durante todo el tiempo el sujeto permanecio despierto y tumbado
en la camilla de forma que el dispositivo de medicién no sufrié ninguna variacion.

La onda M se mantuvo constante durante todos los registros posteriores. Para ello,
se varid la intensidad de estimulo ligeramente cuando fue necesario durante los
registro T1,T2 y T3.

o T1: registro de la onda H justo después de la intervencidn. Se realizaron 40
mediciones. Se calculd la onda promedio a través del software Signal 4.0. El
registro de estas 40 mediciones requiere de un minuto.

o T2: registro de la onda H a partir el promedio de 40 mediciones. En el
minuto 15 después de la intervencion.

o T3: medicién de la amplitud de la onda H a partir el promedio de 40
mediciones. Pasados 30 minutos de la intervencién.

Experimento 3 (o la influencia del factor intensidad)

Podemos avanzar (aunque este aspecto se desarrollarad debidamente en el capitulo de

resultados) que los datos del experimento 2 tampoco mostraron diferencias

significativas. Por tanto, se decidio realizar una nueva serie de experimentos.

En este caso, se explord la influencia de un aumento de la intensidad del estimulo. Se

pasd de una intensidad baja como es la intensidad del umbral sensitivo (US) a una

intensidad mayor como es el 110 % del umbral de la onda H (110 % UQOH), tal y como

habian propuesto otros autores en un trabajo previo (56).

En esta ocasion se aplican tres intervenciones diferentes:

Por un lado, se aplica una corriente con patréon cTBS durante 40 segundos a una
intensidad elevada (110 % UOH).

También se utiliza una estimulacion control a través de una corriente que implica la
misma cantidad de corriente e idéntico nimero de pulsos, pero sin este patrén
CTBS. La corriente utilizada es una corriente de 15 Hz de acuerdo con la literatura
existente (36). También se aplica a una intensidad elevada (110 % UOH).
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Se incluyd en este experimento una corriente cTBS de 40 segundos a intensidad
baja (US) tal y como se utilizé en el experimento 1. El motivo de incluir de nuevo
esta intervencién es para obtener datos acerca de la inhibicién que no fue
evaluada en el experimento 1 y ademas obtener la M constante durante el registro
y no hacerlo completamente off-line.

Las caracteristicas mas relevantes de este experimento fueron:

Se estudiaron 26 sujetos, a los que se aplicé una de estas intervenciones, de forma
gue cada intervencion fue aplicada a 12 sujetos diferentes.

El motivo para elegir tres grupos diferentes (disefio paralelo) y variar el disefio con
respecto al experimento 1 (disefo cruzado) fue que, ya que se preveia que algunas
de las intervenciones a intensidad elevada podrian ser dolorosas, se prefirid
minimizar las pérdidas de muestra a través de esta variacidn en el disefo.

Las intervenciones fueron aleatorizadas a través de un sistema de sobres cerrados
de forma que tanto el sujeto como el investigador que aplicaba la estimulacién y el
investigador que analizaba los datos estaban cegados.

Se midié de forma previa, inmediatamente posterior, a los 15 y 30 minutos de la
intervencion (TO, T1, T2 y T3).

Se registré la onda H y ademas se registrd el nivel de inhibicidon presinaptica
mediante pulsos pareados.

A continuacion se expone detalladamente el protocolo utilizado. Una vez montados los

dispositivos para la estimulacién y registro:

EMG background: se utilizé para comprobar que el musculo estaba relajado y no se
estaba contrayendo activamente.

Umbral de la onda H: se calculd el umbral de la onda H (ver capitulo 5.3:
«Definicion de variables» para descripcion detallada). Una vez registrado este UOH,
se anotd la intensidad de estimulo que habia sido necesaria. El 110 % de dicha
intensidad ser3 la intensidad utilizada para la intervencién.

Mmadax: registro de la amplitud maxima de la onda M que es posible reclutar. Debe
recordarse que este dato es un dato absoluto, no modificable por la intervencién y
serd usado en la normalizacidén de los datos.

Registro Pre (T0): se registré la onda H 40 veces. Este registro inicial incluyd tres
modalidades de registro:

o Registro unico de la onda H.
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o Registro doble de la onda H con un intervalo de 50 ms (pulsos pareados).
o Registro doble de la onda H con un intervalo de 100 ms (pulsos pareados).

Estos tres registros se obtuvieron de forma aleatoria. La aleatorizacion se hizo a
través del propio programa de registro (Signal 4.0) que se encargaba de lanzar los
40 impulsos. De esta forma ni el experimentador ni el sujeto de estudio podian
conocer el orden en el que se reclutarian las 40 medidas de la onda H.

Se utilizé el promedio de estos 40 registros (calculado con el software Signal 4.0
recomendado por el fabricante) para su posterior analisis.

= Intervencion: se aplicaron tres diferentes intervenciones de forma aleatorizada,
todas ellas de la misma duracién en la que varia la intensidad o el patron de
estimulacion

o 40 segundos cTBS intensidad alta (110%UQOH)
o 40 segundos 15Hz intensidad alta (110%UOH)
o 40 segundos cTBS intensidad baja (US)

= Se preguntaba si es dolorosa la intervencion y en caso de respuesta afirmativa se
pasa una escala visual analdgica en la que el paciente puede valorar la intensidad
del dolor de cero a diez (donde cero es la ausencia de dolor y diez, el maximo dolor
imaginable).

= T1-T3: se registré la onda H en tres tiempos posteriores a la intervencion. Debe
advertirse que durante todo el tiempo el sujeto permanecio despierto y tumbado
en la camilla de forma que el dispositivo de medicidn no sufrid ninguna variacién.

La onda M se mantuvo constante durante todos los registros posteriores. Para ello,
se varid la intensidad de estimulo ligeramente cuando fue necesario durante los
registroT1, T2y T3.

o T1: registro de la onda H justo después de la intervencidn. Se realizaron 40
mediciones. Al igual que en el registro previo a la intervencién se
aleatorizaron los tres tipos de registro (registro Unico, registro pareado con
50 ms de intervalo o registro pareado con 100 ms de intervalo). Se calculd
la onda promedio a través del software Signal 4.0. El registro de estas 40
mediciones requiere de tres minutos.

o T2: registro de la onda H a partir el promedio de 40 mediciones. En el
minuto 5 después de la intervencion. De igual manera se realizaron de
forma aleatorizada los tres tipos de registros.
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o T3: medicién de la amplitud de la onda H a partir el promedio de 40
mediciones. Pasados 30 min de la intervencion. De nuevo se aleatorizaron
los tres tipos de registros de la onda H.
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6. Descripcion y analisis de los resultados

Los datos se analizaron mediante el software SPSS v.22 para Windows. Todas las
pruebas estadisticas se realizaron considerando un intervalo de confianza del 95% (p-
valor <0,05). La estructuracién de estos andlisis se llevd a cabo en funcién de los
objetivos establecidos en nuestro estudio, por el método de intencién de tratar.

Se procedié a la normalizacién de los datos para dotar de una mayor robustez
estadistica a los datos obtenidos, cada medicidon de la onda H (TO, T1, T2 y T3) se
obtuvo 40 veces y se calculé la onda promedio de estas mediciones a través del
software Signal 4.0.

En el Experimento 1 y 2 la ratio H/Mmax fue normalizada dividendo la H/Mmax
individuales por el promedio de la H/Mmax en el registro previo a la estimulacion (T0).

En el Experimento 1 y 2 la ratio M/Mmax fue normalizada dividendo la M/Mmax
individuales por el promedio de la M/Mmax en el registro previo a la estimulacion (TO0).

En el caso de los experimentos en los que se realizd estimulacién pareada, se ha
utilizado la ratio H2/H1; se diferenciaron las medidas en funcidon del intervalo
interestimulo (50-100 ms).

En el Experimento 3 la ratio H/Mmax fue normalizada dividendo la H/Mmax
individuales por el valor en TO de las H/Mmax individuales.

En el Experimento 3 la ratio M/Mmax fue normalizada dividendo la M/Mmax
individuales por el valor en TO de las M/Mmax individuales. A continuacion, se realizo
un analisis descriptivo de las variables Los datos sociodemograficos y neurofisioldgicas
mediante la media y la desviacién estandar. Para analizar la diferencias entre las
intervenciones se utilizé la prueba T de student para muestras pareadas. Para analizar
los distintos momentos de las mediciones se realizé un modelo general lineal de
medidas repetidas.

6.1 Resultados.

El diagrama de flujo de los experimentos se muestra a continuacién. Un total de 58
pacientes fueron seleccionados para participar en el estudio, no hubo pérdidas ya que
fueron valorados y medidos sujetos hasta llegar al nUumero calculado en el tamano
muestral. Finalmente se distribuyeron los sujetos, de forma que 12 fueron al
experimento 1, 10 al experimento 2 y 36 al experimento 4 . Todos los participantes
completaron las sesiones presenciales de valoracion y medicion.
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La muestra en su conjunto estaba formada por 31 hombres (53%) y 27 mujeres (46%),
con una edad media de edad de 38(+7) afios, con una talla 171 (9.45) cm, con un peso
63.64 (11.28) kilos y un IMC de 21.43 (2.40).

Experimento 1 Experimento 2
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l Excluidos=0 l Excluidos=0
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s 5 /20 6 40 seg. 300 seg.

Q ..
k = | Reevaluacion (T1,T2,T3) [Ree"a'““"’" (T1,12,73)

L
§ g 1 semana Pérdidas=0
o
2 e ° Intervencion cTBS
C 5 5,20 6 40 seg.
" c 8
8 8 é Reevaluacion (T1,T2,73)
2y ;g l 1semana
S o o]
wv g c
852 Intervencion cTBS

o5 5,20 6 40 seg.
3 <2
B 3.8 Reevaluacion (T1,72,T3)
& ~

Pérdidas=0
Experimento 3
N=36
l Excluidos=0

‘ Evaluacion Inicial (TO) |

Aleatorizacion

N=12 N=12 ,L N=12 | |

CTBS, intensidad baja cTBS, intensidad alta 15Hz, intensidad alta

(US) (UOH) (UOH)
| Reevaluacién (T1,72,T3) | ’ Reevaluacion (T1,T2,T3) l | Reevaluacion (T1,T2,T3) ]
Pérdidas=0

6.2. Variables demograficas y neurofisioldgicas

Se analizaron las variables demograficas y neurofisioldgicas en el registro basal entre
los participantes de los diferentes experimentos para comprobar su comparabilidad
tabla 3. No hubo diferencias significativas entre los diferentes grupos. Se expresan
estos datos en promedio y desviacién estandar.
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M (promedio, D. H (Prom, Desv Mmax (Prom,
Experimento Intervencion n estandar) Est) D.Est) Edad
cTBS5s 12 4,38 +3,18 6,72 + 4,97 12,79 + 9,50 31,58 + 5,05
Experimento cTBS 20 s 12 3,31+2,97 5,52 +4,59 14,67 £10,4
= TBS40s 12 3,04+2,92 4,95 + 3,92 14,07 £ 9,98
T.Test p >0,05 T.Test p > 0,05 T.Test p > 0,05
cTBS5s 12 4,29 + 3,93 5,47 + 5,07 8,85+ 2,00 31,58 + 5,05
Experimento cTBS 20 s 12 3,45+ 3,03 6,32 + 4,47 9,45 + 3,07
1b cTBS40s 12 2,38+2,56 6,31+3,28 10,21 + 3,06
T.Test p >0,05 T.Test p >0,05 T.Test p > 0,05
Experimento
2 300s 10 2,40+ 0,94 5,35+2,38 20,108 + 7,11 | 33,81+4,05
cTBS US 12 2,7+2,1 52+1,9 18,7+7,1 33,0+10,2
cTBS
Experimento 110 % UOH 12 2,1+1,1 4,2+2,5 20,4+5,4 32,2+9,6
3 15Hz 110 %
UOH 12 2,9+2,5 3,9+1,7 16,3+6,3 35,6+8,3
T.Test p >0,05 T.Test p >0,05 T.Test p > 0,05

Tabla 3: Datos basales de los experimentos 1, 2 y 3 expresados en media y desviacion estandar

6.3. Analisis de los datos

Se muestran los datos como media y error estandar de la media. Los principales
pardmetros medidos fueron:

1. H/Mmax: amplitud pico a pico del reflejo H normalizado con la amplitud pico a
pico de la Mmax.

2. H2/H1: media del cociente H2/H1 en los intervalos de 50 y 100 ms.
a. Media H2/H1 50 ms.
b. Media H2/H1 100 ms.

3. EVA, media de los valores de la escala visual analégica referidos por los sujetos
(esta medida fue exclusiva del experimento 3 en el que se utilizé una mayor
intensidad de estimulo). Los valores de la EVA fueron comparados usando un T.
Test (UNPAIRED T TEST).

En el experimento 1A y 1B se utilizaron dos ANOVAs separadas de medidas repetidas

sobre los valores normalizados para los factores TIEMPO (TO, T1, T2 y T3), VARIABLE
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(M/Mmax, H/Mmax) y DURACION DE LA INTERVENCION (5, 20 y 40 segundos). Los test

post hoc se realizaron usando Tuckey Honest.

En el experimento 2 se utilizd6 una ANOVA de medidas repetidas sobre los valores
normalizados para los factores TIEMPO (TO, T1, T2, T3), VARIABLE (M/Mmax,

H/Mmax). Los test post hoc se realizaron usando Tuckey Honest.

En el experimento 3 se utilizdé una MIXED FACTORIAL ANOVA (ANOVA CON DISENO
FACTORIAL MIXTO) sobre los valores normalizados para los factores TIEMPO (T1/T0O y
T2/T0), VARIABLE (H/Mmax, H2/H1) y PROTOCOLO (cTBS 110 % UOH, 15 Hz 110%UOH,

cTBS US). Los test post hoc se realizaron usando Tuckey Honest.

6.4. Descripcion de los resultados

A continuacion se describen los resultados de cada uno de los experimentos realizados
siguiendo lo planificado en objetivos. Tabla 4.

Registro Intervencion
Ti d . . . .
|em.po € Registro | Modelo Tiempo Intensidad Comentarios
registro
Experimento 1a| TO, T1, T2, T3 H cTBS 5,20y40s STh
Experimento 1b| TO, T1, T2, T3 H cTBS 5,20y40s STh M constante*
Experimento 2 | TO, T1, T2, T3 H cTBS 5 min STh M constante
i H, inhibicidn,| cTBS, 110 % Hth STh (solo
E 1, T2
xperimento3 | TO, T1, T2, T3 dolor 15Hz 40s TBS) M constante

Tabla 4. Esquema de los experimentos realizados. TO (previo a la intervencion), T1(inmediatamente posterior a la
intervencion), T2 (pasados 15 minutos de la intervencion), T3 (pasados 30 minutos de la intervencion); cTBS
(estimulacion tipo theta burst) 15 Hz (estimulacion con la misma cantidad de corriente eléctrica, pero sin el patron
Theta), 110 % Hth (intensidad igual al 110 % de la intensidad necesaria para reclutar la onda H).

* La onda M se ha mantenido constante exclusivamente de forma off-line.
Experimento 1

Este primer experimento se disefa para dar respuesta al objetivo principal (Conocer si
la aplicacion de estimulos eléctricos con un patrén cTBS aplicado sobre el nervio tibial
posterior modula la neurona motora espinal modificando la onda H).

Asi como de los dos de los objetivos secundarios

= Conocer el perfil temporal, es decir cdmo varia la modulacidn a lo largo del
tiempo.
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= Conocer la influencia de la duracion del estimulo.

En esta serie de experimentos se estudia la excitabilidad de la médula espinal a través
de la ratio H/Mmax tras diferentes intervenciones con un patrén de estimulacién cTBS
en las que lo que varia es el tiempo que dura la estimulacién (5, 20 o 40 segundos).

Experimento 1A

En la figura 22 se muestra la variacion de la onda M y onda H (normalizadas M/Mmax y
H/Mmax) a lo largo del tiempo tras la estimulacién a diferentes tiempos de duracion.
Como puede observarse, la onda M a lo largo del tiempo ha ido aumentando; este
fendmeno podria estar distorsionando una modulacion de la onda H (figura 22a). En
cambio, la onda H, representada a través de la ratio H/Mmax, no sufre una variacion
significativa a lo largo del tiempo.
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Figura 21. Variacion sufrida por las ondas M y H durante el experimento 1A ante las diferentes duraciones de
intervencion (5, 20 y 40 segundos). Figura 22a. La onda M se ha normalizado con onda Mmax (ratio M/Mmax). En esta
figura puede observarse como el valor de la ratio M/Mmax ha aumentado a lo largo del tiempo. Figura 22b. Muestra la
variacion de la ratio H/Mmax a lo largo del tiempo; obsérvese que esta se mantiene practicamente constante.

Para comparar los efectos sobre la ratio H/Mmax entre las diferentes DURACION DE LA
INTERVENCION se utiliza una ANOVA de medidas repetidas sobre los valores
normalizados al estado basal con los factores TIEMPO (T1/TO y T2/T0), VARIABLE
(H/Mméx y M/Mméx) y DURACION DE LA INTERVENCION (5, 20 y 40 segundos).
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En el experimento 1A la ANOVA de medidas repetidas demuestra significatividad en el
factor TIEMPO F3, 33 = 23,585, P < 0,0001 y la interaccion TIEMPO x VARIABLE
F(s, 33 = 10,685, P < 0,0001. A partir de estos datos se ha realizado una FOLLOW UP
ANOVA (ANOVA DE SEGUIMIENTO) separando las variables (M/Mmaéx y H/Mmax).

Analizando separadamente la M/Max, la ANOVA de medidas repetidas demuestra
significatividad en el factor TIEMPO F3, 33 )= 21,798, P < 0,0001. El analisis post hoc
confirma que la M/Mmaéx era mayor respecto a al estado basal (TO) en todos los
tiempo analizados (P < 0,01).

Analizando separadamente la H/Mmax, la ANOVA de medidas repetidas no muestra
cambios significativos debidos a la estimulacion.

Como se ha desarrollado con anterioridad, es necesario mantener una M constante
para poder asegurar que el nimero de fibras reclutadas estd siendo estable y que por
tanto cualquier variacién obtenida en la onda H se debe a una modulacion de la
actividad espinal y no a que se esté reclutando un numero diferente de fibras
nerviosas. El hecho de que la onda M esté variando de forma significativa nos obliga
realizar el experimento 1B (ver seccién 5.5.2 para mas detalle).

Experimento 1B

Este inesperado aumento de la onda M a lo largo del experimento 1A obliga a un
reanalisis de los resultados.

Para abordar esta situacién, se opta por utilizar sélo los datos de aquellos registros en
los que la onda M permanece en una amplitud igual a la amplitud inicial (solo se
admite una variacién del 20 % de la amplitud de la onda M). De este modo, estamos
asegurando que el numero de fibras nerviosas reclutadas es constante.

Este reanalisis, muestra que en los casos de 5, 20 y 40 segundos la variacion de la
excitabilidad espinal es menor incluso de lo que el experimento 1A mostraba.

En el experimento 1B la ANOVA de medidas repetidas no encuentra ningiin cambio en
las variables H y M a consecuencia de la intervencién (la interaccion de DURACION DE
LA INTERVENCION (5,20 y 40 segundos), VARIABLE (M/Mmax, H/Mméx) y TIEMPO (TO,
T1, T2y T3) fue de F (5,30 = 0,687, P = 0,661.

Esto demuestra que la variacion de la variable H/Mmax en el experimento 1A dependia
del incremento de la onda M (del nimero de fibras nerviosas estimuladas) y no de una
modulacién de la actividad eferente de la médula espinal.
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Experimento 2

Este segundo experimento se disefd para dar respuesta al objetivo principal (Conocer
si la aplicacién de estimulos eléctricos con un patrén cTBS aplicado sobre el nervio
tibial posterior modula la neurona motora espinal modificando la onda H).

Asi como de los dos de los objetivos secundarios

= Conocer el perfil temporal, es decir cdmo varia la modulacidn a lo largo del
tiempo.

= Conocer la influencia de la duracion del estimulo.

Ante la falta de resultados significativos, del experimento 1, se decide observar si el
aumento del tiempo de estimulacion puede tener un mayor impacto.

Para ello se genera un experimento en el que se plantea estimulacién durante 5
minutos (300 segundos), aumentado asi considerablemente el factor tiempo.

Los datos en este caso muestran una mayor variacion de la ratio H/Mmax. Sin
embargo, esta variacidn sigue sin ser significativa.

En el experimento 2 la ANOVA de medidas repetidas no confirma ningin cambio en las
variables M/Mmax, H/Mmax a consecuencia de la intervencion. La interaccidon
VARIABLE (M/Mmax, H/Mmax) y TIEMPO (TO, T1, T2 y T3) fue de F (3 »1)= 0,602 P =
0,621).

Experimento 3

Este tercer experimento se disefié para dar respuesta al objetivo principal (Conocer si
la aplicacion de estimulos eléctricos con un patrén cTBS aplicado sobre el nervio tibial
posterior modula la neurona motora espinal modificando la onda H).

Asi como de los dos de los objetivos secundarios

= Conocer el perfil temporal, es decir cdmo varia la modulacidn a lo largo del
tiempo.

= Conocer la influencia de la intensidad del estimulo.

Este protocolo muestra la variacion de la excitabilidad de la médula espinal a través de
la ratio H/Mmax tras las diferentes intervenciones. Estimulacién cTBS a intensidad baja
(umbral sensitivo) durante 40 segundos, estimulacion cTBS a intensidad elevada
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(110 % UOH) y una estimulacion control sin el patrén cTBS (15 Hz) a intensidad elevada
(110 % UOH), que se muestra en la tabla 4.

cTBS110uoH cTBSys 15Hz110uoH

N 10 10 10

Intervencion

Umbral sensitivo (mA) 1,2+x1,1

Umbral onda H (mA) 10,6 4,4 12,8 +4,2

Intensidad del

estimulo 110 % UOH us 110 % UOH
Registros de la onda H
Onda H (mV) 42+25 52+19 3,9+17
Onda M (mV) 2,1+11 2,7+21 29+25

Intensidad del
15,8 +6,4 16,0 £ 5,7 19,0+6,5
estimulo (mA)

Registros de la onda Mmax

Mmax (mV) 204+54 18,771 16,3 +6,3

Intensidad del
28,2+5,6 27,0+ 3,9 272149
estimulo (mA)

Tabla 5. Valores basales de los tres grupos experimentales. Los valores estan expresados en media y desviacion
estandar

La ANOVA de medidas repetidas sobre valores normalizados al estado basal muestra
una reduccidn significativa de la ratio H/Mmax en el tiempo (ANOVA: TIEMPO x
PROTOCOLO, F(31) = 3,347; P = 0,048) solo en el caso de la estimulacién cTBS
110 % UOH en el momento posterior a la intervencion (T1) (post hoc t. test, P = 0,047).

La figura muestra la variacién de la onda H en TO y en T1 tras la intervencién cTBS
110 % UOH, en un sujeto representativo.
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Figura 22. Figura 22a. Reflejo H en un sujeto
representativo antes y después de la
intervencion ¢cTBS 110 % UOH. Figura 22b.
Estudio de pulsos pareados (H2/H1) en un
sujeto representativo antes y después de la
intervencion cTBS 110 % UOH.

En este experimento también se evalud la inhibicién a través de pulsos pareados. El
analisis de los datos no muestra efectos significativos tras la intervencién en la ratio
H2/H1 (TIEMPO: F1.3 = 1,843; P = 0,188; TIEMPO x PROTOCOLO: F(;.3 = 0,046;
P =0,955).

Ninguno de los participantes refirié efectos secundarios, excepto dolor. Todos los
sujetos que participaron en los experimentos a intensidades 110 % UOH (tanto a 15 Hz
como con protocolo cTBS) mostraron una intensidad de dolor similar (cTBS 110 HT
=59+1,7y15Hz110HT=7+1,2; P =0,1029).

En las siguientes figuras se muestran de forma grafica los resultados mas relevantes
del experimento 3.

1.5
1.4 1
1.34
1.2 1
1.14

- T1
B T2

14 *
0.9
0.8
0.7 4
0.6
0.5+

cTBS US CTBS 110%UOH cTBS 15Hz 110%UOH

Figura 23: Variacion en el tiempo de la ratio H/Mmax normalizada al estado basal (TO). Los valores estan expresados
en media y barras de errores; son errores estandar de la media. Interaccion entre TIEMPO x PROTOCOLO mostré una
reduccion significativa de la ratio H/Mmax en el tiempo dependiendo del protocolo utilizado (F231)= 3,347; P = 0,048).
El analisis post hoc mostré que la reduccion era significativa en el tiempo inmediatamente posterior a la estimulacion
cTBS 110 % UOH (*P < 0,05).
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Figura 24: Efectos del cTBS 110 UOH
sobre la ratio H/Mmax ratio en un sujeto
individual (individual subjects) (T1/TO0).
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Figura 25. Puntuacion de la EVA en los
experimentos realizados a intensidad alta (110 %
UOH). Valores expresados como medias y las
barras de error representan desviacion estandar

70



7- Discusion

Los experimentos 1y 2 nos han permitido disefiar el experimento 3. En el experimento
1 se ha confirmado la necesidad de mantener la M constante y el experimento 2 ha
permitido corroborar que la estimulacién a intensidad baja (US) no es suficiente para
producir cambios en la excitabilidad de la neurona motora espinal.

Con el experimento 3 se ha mostrado que tras la aplicaciéon de 40 segundos cTBS (600
pulsos) a una intensidad del 110 % UOH se induce una reduccién de la ratio H/Mmax a
corto plazo, mientras que la estimulacién a US o sin un patrén (15Hz) no produce dicha
modulacion.

Ninguna de estas tres estimulaciones produce cambios significativos en la depresién
por pulsos pareados.

Nuestra primera consideracion es que solo estimulos con un patréon cTBS y con una
intensidad del 110% UOH son capaces de afectar la excitabilidad del reflejo
monosinaptico espinal, ya que ni una estimulacion uniforme con el mismo nimero de
pulsos pero distribuidos de forma uniforme (15Hz) ni una estimulacidn con intensidad
menor (US) fueron capaces de mostrar dichos cambios.

A lo largo de los experimentos se mantuvo la onda M constante para asegurar que la
estimulacion del nervio periférico era de la misma eficacia durante todo el
experimento. Esto asegurd que los cambios en la amplitud de la onda H pudiesen ser
atribuidos a cambios pldsticos inducidos por la intervencién y sobre el reflejo Hy no a
variaciones en el numero de fibras reclutadas (onda M).

Los resultados obtenidos en el experimento 3 sugieren que la forma de estimulacién
(ritmo cTBS vs 15Hz) es relevante para la modulacion de la actividad espinal. Estos
resultados apuntan a que la estimulacion cTBS surte efecto mientras que la
estimulacion 15 Hz no lo hace. Estos resultados coinciden con los de Pérez M. y
colaboradores (63), quienes tras estimular de forma periférica el nervio ciatico
popliteo externo consiguieron cambios, por inhibicion, del reflejo H. Estos cambios
solo se producian cuando la estimulacidn era en forma de trenes de impulso, mientras
gue cuando aplicaban estimulos de forma continuada no se apreciaban cambios
incluso con tiempos de estimulacién prolongada. Cabe destacar algunas diferencias
entre los resultados obtenidos por Pérez M. y colaboradores y los resultados obtenidos
en este estudio. En primer lugar, que en el estudio de Pérez M. se analiza otro tipo de
plasticidad espinal (inhibiciéon reciproca), lo que sugiere que la estimulacién en
patrones especificos es mas efectiva a la hora de inducir cambios pldsticos en
diferentes circuitos y no solo en uno de ellos como el reflejo H.
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Recientemente Yeh y colaboradores (56) aplicando estimulacion cTBS en el nervio
mediano conseguian una facilitacién de la onda H, con lo cual la ratio H/M se veia
aumentada. Esto ocurria cuando el estimulo era de una intensidad igual al 110 % del
UOH mientras que obtenian un efecto inhibitorio con una disminucién de la ratio H/M
cuando la intensidad era del 90 % del UOH. Con esos resultados concluyeron que la
estimulacion eléctrica con patréon c¢TBS modula el reflejo H a través de algln
mecanismo de plasticidad sindptica en la médula espinal y que dicho mecanismo
depende de la intensidad del estimulo.

También sugieren que la intensidad del estimulo es un factor clave para facilitar o
inhibir el reflejo H apoyando la existencia de fendmenos PLP-like.

Ademas, la duracién de esta modulacion era coherente con la duracion del estimulo. Si
se aplicaba una estimulaciéon de 30 segundos, los efectos se mantenian durante 40
minutos mientras que llegaban a los 45 minutos cuando se aplicaba una estimulacion
de 80 segundos.

Estos resultados tienen algunos aspectos en comun con los expuestos en este trabajo.
La principal coincidencia es el hecho de que solo ante intensidades de estimulacién
elevada y con estimulacion en patrones cTBS se consiguen efectos significativos.

Sin embargo, los resultados son divergentes en cuanto a la direccién de la modulacién.
Mientras el grupo de Yeh obtenia una facilitacién de la onda H a intensidades del
110 % UOH en nuestro caso, a esta intensidad se producia una inhibicién de la ratio
H/Mmax.

Estas discrepancias, podrian deberse a las diferencias propias entre el miembro
superior (Yeh utilizé el nervio mediano) y el inferior (en nuestro caso se utilizé el nervio
tibial posterior). Parece légico pensar que el miembro inferior estd dedicado
principalmente a actividades como la bipedestacién y la marcha, predominantemente
antigravitatorias, simétricas y groseras y, por tanto, con un control diferente al de los
miembros superiores, cuyas funciones requieren de componentes de movilidad
mayores y mas precisos como son el alcance, el agarre o la manipulacion fina.

Estas discrepancia en la direccién de los resultados podrian deberse a que existen
diferencias entre las proyecciones corticoespinales que alcanzan la médula espinal
cervical (relacionadas con el miembro superior) y la médula espinal lumbosacra
(relacionada con los miembros inferiores) (64, 65).

Otra posibilidad que podrian justificar dichas diferencias estaria en la propia circuiteria
espinal (66) y por tanto seria una cuestidn cuantitativa y no cualitativa. Aunque la
razon exacta no es conocida parece que la intensidad para inhibir la neurona motora
espinal cervical es menor que la necesaria para inhibir la neurona motora espinal
lumbar y que, por tanto, el reflejo H en los miembros inferiores tienen una menor
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sensibilidad al cambio. Lamentablemente no realizamos ningun experimento utilizando
una intensidad 90 % UOH (como si hicieron Yeh y colaboradores), lo que habria
permitido comparar los resultados a esta intensidad entre los miembros superiores e
inferiores; sin embargo, si que realizamos experimentos a intensidades menores (US) y
la falta de resultados en este caso permite apoyar la hipdtesis de que son necesarias
intensidades de 90y 110 % del UOH.

Por otra parte, el dolor puede influir en las eferencias motoras tanto por la influencia
sobre las fibras aferentes la, como sobre las neuronas motoras espinales (57, 67, 68).
En nuestros experimentos, la estimulacion eléctrica a intensidades por encima del UOH
es dolorosa, por tanto, cabe pensar que el dolor podria haber modulado la onda H.
Esta interpretacion se ve apoyada por el hecho de que la estimulacion cTBS a
intensidad baja (US) no fue dolorosa y no produjo cambios en la ratio H/Mmax; sin
embargo, esta misma estimulacion cTBS a intensidad mas elevada (110 % UOH) si
produjo cambios en la ratio H/Mmax.

Sin embargo, la estimulacién a intensidad elevada sin patron especifico (15 Hz
110 % UOH) produce un dolor similar al inducido por la intervencion cTBS 110 % UOH,
pero no provoca cambios en la excitabilidad de la neurona motora espinal (ratio
H/Mmax). Puede decirse por tanto que, en nuestros experimentos, los cambios
plasticos de la excitabilidad de la neurona motora espinal son especificos del patrén
cTBS y no provocados por el dolor.

Ninguna de las intervenciones aplicadas en este estudio tuvo influencia significativa
sobre la depresiéon por pulsos pareados en el reflejo H. Recordemos que esta
depresion por pulsos pareados hace referencia a la depresion que sufre el reflejo H
cuando es reclutado dos veces consecutivas (con una separacion temporal de 50 o
100 ms). Este fendmeno estd asociado a los cambios producidos en la «fibra la»
debidos a la reduccién de la cantidad de neurotransmisor que esta fibra libera para
excitar la neurona motora espinal (69,70). Por otro lado, el tamafio del reflejo H
depende de la activacidon sindptica de las neuronas motoras espinales debido a la
excitacion de las fibras «la» (44). Por tanto, si se tiene en cuenta que la intervencién
cTBS 100 % UOH tiene una influencia sobre el reflejo H (ratio H/Mmax), pero no sobre
la depresion por pulsos pareados (ratio H2/H1), quiere decir que no esta influyendo ni
sobre la «fibra la» presinaptica ni sobre la propia sinapsis, y puede considerarse que la
estimulacion c¢TBS 100 % UOH tiene un efecto sobre la excitabilidad de la propia
neurona motora. Ademds, de nuevo, que la variacién de la excitabilidad de esta
neurona motora requiere de la activacion de un patrén especifico tipo cTBS.
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8- Limitaciones

Este trabajo muestra algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta a la hora de
extrapolar estas conclusiones.

En primer lugar, hay que tener en cuenta que los resultados se obtuvieron a partir del
nervio tibial posterior y, aunque otros autores han obtenido resultados similares en el
nervio mediano (56), cabe pensar si estos datos son realmente extrapolables a
cualquier otro nervio.

Otra limitacion en este trabajo es que ha sido realizado en sujetos sanos. Seria
interesante en este sentido poder descartar la influencia de vias descendentes desde
centros superiores a la medula espinal. Realizar estudios similares en pacientes con
lesidn medular completa o utilizar EMT para extrapolar los datos podrian ser opciones
a tener en cuenta para discernir dicha posibilidad.

Hubiese sido de utilidad realizar un mayor nimero de experimentos con estimulacién
CTBS aplicada a una intensidad mayor o con diferentes duraciones para estudiar mas
detalles acerca de la influencia de estas variables. Sin embargo, nuestro protocolo
indujo un dolor moderado/intenso y se pretendia no exponer a mas sesiones de este
tipo a los sujetos estudiados.

En este trabajo tan sdlo se han estudiado el reflejo H y la depresidon por pulsos
pareados, sin evaluar la influencia sobre otros circuitos espinales tanto inhibitorios
como excitatorios; por lo que seria interesante que futuros estudios indagaran en el
comportamiento de otros circuitos espinales.
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9- Conclusiones

Derivadas de los objetivos planteados y tras este trabajo experimental pueden
extraerse algunas conclusiones, a saber:

= g estimulacion cTBS aplicada sobre el nervio tibial posterior modula la
actividad eferente produciendo una disminucion de la excitabilidad de la
neurona motora espinal.

= S6lo con la cTBS se produce este efecto modulador puesto que la estimulacion
eléctrica constante (15 Hz) no se ha mostrado eficaz.

= F| efecto modulador de la cTBS tiene una duracion limitada, y desaparece pocos
minutos después de su aplicacion.

= [agintensidad en la estimulacion ha mostrado ser el pardmetro determinante. A
intensidades de estimulacion alta se produce la modulacion de la excitabilidad
de la neurona motora espinal.

= F| tiempo de estimulacion no parece ser tan influyente, al menos en los
parametros utilizados en estos experimentos; la estimulacion a 5, 20, 40 y 300
segundos produce efectos similares. Hay que tener en cuenta que estos
diferentes tiempos de aplicacion solo se han realizado con intensidad a umbral
sensitivo.

Otras consideraciones y futuras lineas.

= [os mecanismos inhibitorios de la médula espinal no parecen ser los
responsables de esta modulacion. En este trabajo la modulacion se ha visto
influida por mecanismos relacionados con el dolor.

= Fsta modulacion sobre la médula espinal podria llegar a ser util en diferentes
cuadros clinicos en los que diferentes grupos musculares cursan con un
aumento de su actividad basal. Un caso claro de futuras lineas de investigacion
podria ser el estudio de pacientes que sufren espasticidad por lesiones
neuroldgicas.
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Anexo 1. Hoja de consentimiento informado

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

En cumplimiento de la Ley General de Investigacidn y de la Ley General de Sanidad. Yo,

D/Dfia............. , en pleno uso de mis facultades, libre y voluntariamente,
EXPONGO:
Que he sido debidamente INFORMADO/A por el D................ , en entrevista personal

realizada el dia.., de que se va a realizar un estudio neurofisiolégico para valorar la
excitabilidad espinal antes y despues de una estimulacién electrica del nervio tibial
posterior.

Aproximadamente la prueba dura entre 45 min y 1 hora, después se puede continuar
con la actividad normal.

He entendido que las técnicas utilizadas no tienen riesgos conocidos.

He entendido que las técnicas utilizadas no tienen riesgos conocidos durante el
embarazo y la lactancia. No obstante no se permitira la participacién al estudio a
mujeres embarazadas (o que puedan estar en esta condicién) o en periodo de
lactancia.

He recibido explicaciones sobre la naturaleza y propdsitos del procedimiento,
beneficios, riesgos, alternativas y medios con que cuenta el Hospital para su
realizacién, habiendo tenido ocasion de aclarar las dudas que me han surgido y se me
proporcionara una copia de este documento si lo solicito.

Mi participacion es voluntaria y que no tendré beneficios personales participando en
este estudio.

Toda la informacion que transmitiré o que se obtendra del estudio sera confidencial.
MANIFIESTO:

Que he entendido y estoy satisfecho de todas las explicaciones y aclaraciones recibidas
sobre el proceso citado Y OTORGO M| CONSENTIMIENTO para que me sea realizado
este estudio.

Este consentimiento puede ser revocado por mi en cualquier momento antes o
durante la realizacion del procedimiento.

Y, para que asi conste, firmo el presente documento
Toledo, a , de de

Firma del voluntario y N2 D.N.I. Firma del experimentador informante
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Anexo 2. Aprobacion del comité de ética

COMPLEJO HOSPITALARIO DE TOLEDO.. -/ sescam

HOSPITAL VIRGEN DE LA SALUD i sdn e et et
Avda, Barber, 30. 45004, Toledo. Teléfono 925 269200

[6-04-03

;’b’:‘{ 5
INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dofia Enriqueta Mufioz Platén, Secretaria del Comité Btico de Investigacion clinica del
"Complejo Hospitalario de Toledo".

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado el Proyecto de Investigacién presentado a la  Junta de
Comunidades de Castilla la Mancha, titulado " EL ACOPLAMIENTO FUNCIONAL DE LAS
MOTONEURONAS ESPINALES Y LOS MUSCULOS AGONISTAS Y ANTAGONISTAS EN EL
ESTUDIO DE LA ESPASTICIDAD CAUSADA POR TRASTORNOS DE LA MEDULA ESPINAL
» investigador principal Dr. Antonio Oliviero, U. de Neurologia funcional. HN.P, y considera que:

Este Comité Etico de Investigacion no encuentra impedimentos éticos para que dicho estudio sea
realizado en el Hospital Nacional de Parapléjicos, por el Dr. Antonic Oliviero como investigador
principal.

Toledo a 9 de Abril de 2003

Firmado: Enriqueta Mufioz Platén
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Anexo 3. Colocacion de electrodos, posicion del sujeto y material
del laboratorio.

Imagen con los electrodos para la estimulacidn del nervio tibial posterior.

Imagen durante uno de los experimentos con el sujeto colocado en decubito prono y
se pueden observar tanto el electromidgrafo con el registro de la actividad.
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