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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis Doctoral pretende explorar nuevos beneficios de la
electroestimulaciébn como agente terapéutico fisico. Para ello se han llevado a cabo
dos estudios en paralelo. El primero, realizado sobre animales de experimentacion,
dirigido a la evaluacion de la electroestimulacion neuromuscular (NMES) como
agente terapéutico para la mejora de las propiedades funcionales del musculo. Y el
segundo, sobre participantes voluntarios, dirigido a la evaluacién de la estimulacion
transcraneal de corriente continua (tDCS) como agente terapéutico para el

tratamiento del sobrepeso.

El objetivo del primer estudio fue analizar los efectos del entrenamiento de NMES
sobre la estructura, funcién, capacidad oxidativa y vascularizacion del musculo
esquelético utilizando un modelo experimental de raton. El musculo tibial anterior
izquierdo en ratones se estimuld eléctricamente mientras que el muasculo derecho
se mantuvo como control. La extremidad estimulada se sometio a sesiones diarias
de NMES (100 Hz) durante dos semanas. El entrenamiento NMES aumento la masa
muscular, el area de seccion transversal media de la fibra, la fuerza maxima y la
tasa de desarrollo de fuerza, sin efectos sobre el perfil oxidativo muscular. Estos
resultados demuestran que NMES induce hipertrofia muscular y mejora las
propiedades contractiles del musculo tibial anterior en este modelo experimental.
Asimismo, demostramos que la electroestimulaciébn promueve la adaptacion
muscular semejante a la que ocurre con el ejercicio voluntario, visto a través de la
tendencia a la transicion de las isoformas de la cadena pesada de la miosina y del
aumento de células satélite. Por tanto, este modelo animal parece ser adecuado
para el estudio de procesos hipertroficos inducidos por la estimulacion eléctrica del

musculo.

En el segundo estudio se plante6 que el indice de masa corporal (IMC) alto se

asocia con deficiencias neurocognitivas que contribuyen a comer en exceso e



interfieren con los esfuerzos para perder peso. La neuromodulacidon no invasiva
representa un enfoque novedoso, asequible y escalable para mejorar la funcion
neurocognitiva en este contexto. El propdsito de este segundo estudio fue examinar
si la estimulacion transcraneal de corriente continua aplicada sobre la corteza
prefrontal, en combinacion con una dieta hipocaldrica, podria mejorar la pérdida de
peso. El estudio se llevé a cabo sobre 38 mujeres con un IMC de 25 a 35 kg/m? que
se sometieron a una intervencién en paralelo, con casos activos y casos controles,
aleatorizado, doble ciego y de 4 semanas de duracion, durante las cuales recibieron
ocho sesiones de tDCS (n = 18 controles, n = 20 activos) en combinacion con una
dieta hipocaldrica (20 kcal/kg/dia). Evaluamos los cambios longitudinales en el peso
corporal, el apetito y el ansia por la comida. Ademas, examinamos la contribucién
de los procesos cognitivo-ejecutivos a través de tareas computarizadas modificadas
con alimentos. Nuestros resultados permitieron observar que el grupo activo tuvo
mas reduccién en el peso corporal que el grupo control durante todo el estudio y
una pérdida de peso semanal significativa. Los componentes del apetito subjetivo y
el deseo de comer mostraron una tendencia hacia una mayor reduccién en el grupo
activo. Estos cambios fueron paralelos a mejoras significativas en el desempefio de
la tarea en el grupo activo, particularmente en una tarea dual que requeria control
inhibitorio y memoria de trabajo. No se observaron efectos adversos significativos.
Nuestros resultados proporcionan una prueba de concepto que valida el uso de la
tDCS dirigida a la corteza cerebral prefrontal, combinada con dieta, en mujeres de
mediana edad con exceso de peso corporal, allanando el camino para estudios mas
amplios que evallen la eficacia clinica y los efectos a largo plazo de esta

intervencion.



SUMMARY

This Doctoral Thesis aims to explore new benefits of electrostimulation as a physical
therapeutic agent. The experimental work includes two research projects that have
been carried out in parallel. The first one, carried out on experimental animals, aimed
the evaluation of neuromuscular electrostimulation (NMES) as a therapeutic agent
for the improvement of the functional properties of the muscle. And the second one,
on volunteer participants, aimed the evaluation of transcranial direct current

stimulation (tDCS) as a therapeutic agent for the treatment of overweight.

The objective of the first study was to analyse the effects of NMES training on the
structure, function, oxidative capacity and vascularization of skeletal muscle using a
mouse model. The left tibialis anterior muscle in experimental mice was electrically
stimulated while the right muscle was kept as a control. The stimulated limb was
subjected to daily sessions of surface NMES (100 Hz) for two weeks. NMES training
increased muscle mass, mean fiber cross-sectional area, maximal strength, and rate
of strength development, with no effect on muscle oxidative profile. These results
demonstrate that the NMES induced muscle hypertrophy and instigated an
improvement in the contractile properties of the tibialis anterior muscle in this
experimental model. Likewise, we demonstrate that electrostimulation promotes
muscular adaptation similar to that which occurs with voluntary exercise, seen
through the tendency to transition of myosin heavy chain isoforms and the increase
in satellite cells. Therefore, this animal model seems to be suitable for the study of

hypertrophic processes induced by electrical stimulation of the muscle.



The second study suggested that high body mass index (BMI) is associated with
neurocognitive deficiencies that contribute to overeating and interfere with efforts to
lose weight. Non-invasive neuromodulation represents a novel, affordable, and
scalable approach to improve neurocognitive function in this setting. The purpose of
this second study was to examine whether transcranial direct current stimulation
applied to the prefrontal cortex, in combination with a hypocaloric diet, could improve
weight loss. The study was carried out on 38 women with a BMI of 25 to 35 kg / m2
who underwent a parallel intervention, with active cases and case controls,
randomized, double-blind studi of 4 weeks duration, during which they received eight
sessions of tDCS (n = 18 controls, n = 20 active) in combination with a diet (20 kcal
/ kg / day). We assess longitudinal changes in body weight, appetite, and food
craving. Furthermore, we examined the contribution of cognitive-executive
processes through computerized food-modified tasks. Our results allowed us to
observe that the active group experienced more reduction in body weight than the
control group throughout the study and a significant weekly weight loss. The
components of subjective appetite and food craving showed a trend towards a
greater reduction in the active group. These changes paralleled significant
improvements in task performance in the active group, particularly in a dual task that
required inhibitory control and working memory. No significant adverse effects were
observed. Our results provide a proof of concept that validates the use of prefrontal
cortex-directed tDCS, combined with diet, in middle-aged women with excess body
weight, paving the way for larger studies evaluating clinical efficacy and effects to

long term of this intervention.

Vi
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INTRODUCCION

La fisioterapia tiene como principales objetivos prevenir, mantener y restaurar la
movilidad fisica de los pacientes y para eso, dispone de diversas especialidades y
herramientas. Dentro de esas se encuentra la electroterapia, que es una de las
principales herramientas utilizada en el ambito de la fisioterapia, principalmente a
nivel muscular, y puede ser utilizada desde la prevencion de la atrofia muscular en
pacientes encamados, hasta la mejoria de la fuerza muscular en deportistas de élite.
Sin embargo, la electroterapia en la fisioterapia puede ir mas all4 del nivel periférico,
como puede ser el caso de la electroestimulacion transcraneal. Debido a que el
sobrepeso y la obesidad suelen estar asociadas a pérdida de funcionalidad y/o de
la movilidad fisica, disponer de una herramienta que pueda estimular cambios
conductuales a nivel central a la vez que se trabaja a nivel fisico, permitiria

desarrollar un tratamiento integral del paciente.

DEFINICION Y EVOLUCION HISTORICA DE LA
ELECTROESTIMULACION COMO METODO TERAPEUTICO

La palabra “electroterapia” estda formada con raices griegas donde sus
componentes léxicos son: elektron (dAmbar — electricidad) y 3erapia (tratamiento
médico), siendo asi, su etimologia consiste en “tratamiento médico mediante la

electricidad”.

El uso de la electricidad como método terapéutico no es nada reciente. Mucho antes
de que se hubieran realizado estudios cientificos acerca del uso de la electricidad
como instrumento de terapia, ya existian una cantidad de conocimientos practicos

obtenidos a través de experiencias realizadas con las descargas de peces eléctricos

(1),

La produccién de corriente eléctrica por algunos peces se conocia desde la época
de los egipcios (2750 a. C.). Sin embargo, fue Aristételes en 348-322 a. C. quien

descubrié que las placas eléctricas de los laterales de la cabeza del pez torpedo
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podian aliviar los ataques de gotas mientras el pez vivo era colocado sobre la zona

dolorosa (2).

En el siglo I, Scribonius Largus, médico oficial del emperador romano Claudio, tuvo
acceso a archivos médicos dispersos en todo el imperio romano e incorporé los
remedios que tenian eficacia comprobada y compilé un formulario de prescripciones
gue fue considerado un hito en medicina desde la época de Hipocrates (460 a. C. —
370 a. C.) hasta Galeno (130 d. C — 200 d. C.). Los primeros registros terapéuticos
del uso de la electricidad recomendaban el uso de las descargas eléctricas del pez
torpedo (raya eléctrica) de la familia Torpedinidae que podian producir descargas

de aproximadamente 45 voltios (3).

También se sabe que los primeros exploradores y colonos de América del Sur
relataron que los indios solian utilizar la anguila eléctrica (Electrophorus electricus,
anteriormente Gymnotus electricuspara) para tratar la gota. Estos podian producir
descargas eléctricas que alcanzaban hasta casi 600 voltios. Otros relatos marcan
que en China utilizaban el pez gato eléctrico (Parasilurus asota) para el tratamiento
de la ptosis y de la pardlisis facial. Varias farmacopeas fueron encontradas en los

registros como en esta descripcion:

“Para cualquier tipo de gota, un torpedo negro vivo debera, cuando el dolor
comienza, colocarse bajo los pies. El paciente debera pararse en una playa himeda
bafiada por el mar y permanecer de este modo hasta que todo el pie y la pierna
hasta la rodilla estén adormecidos” (4).

En el siglo XVIII, tras varios afios de afirmaciones y descubrimientos, se extendio el
uso de la electricidad para tratamientos de diversas enfermedades. Sin embargo,
las fuentes animales para la electroterapia fueron poco fiables en términos de
suministros y disposicion de los animales. Asi, se empezo a llevar a cabo la

generacion de electricidad por medios artificiales equipados con generadores
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estaticos y grandes botellas de Leyden (Figura 1) (1). Benjamin Franklin fue uno de
los principales defensores de la electroterapia, y a menudo, tratd diversos pacientes
con paralisis y con crisis convulsivas (5). John Wesley, fundador del Metodismo,
estaba tan convencido del poder de la electroterapia que hizo llevar cuatro
generadores estaticos a Londres para tratar enfermedades. Ademas, publicé un
libro que enaltecia las virtudes de esta técnica “la medicina mas noble jamas

conocida en el mundo” (1).

A la fuente de
energia

Conexién a

Figura 1: Botella de Leyden. Su invencion en el sigo XVIII hizo posible el empleo de
electricidad en cantidades significativas para experimentos cientificos, visto que era usada
para almacenar la electricidad (1). llustracion obtenida del internet (6).

Con la aceptacion del hecho de que la electricidad animal no era diferente de la
electricidad comun, y, en medio de grandes especulaciones y creciente interes, Luigi
Galvani, profesor de anatomia de la Universidad de Bolonia, anuncia que las patas
de las ranas se contraian bajo estimulacién eléctrica. Lo demostré aplicando una
corriente eléctrica a través de la medula espinal de una rana muerta y consiguio
movimientos de los mauasculos de las patas, y defendid que la electricidad
responsable de la contraccion muscular era de origen animal (7). Sin embargo,

Alessandro Volta no estuvo de acuerdo y argumentd que dependia de otros factores
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como los metales utilizados para sujetar la rana y la humedad existente (8). A raiz
de este pensamiento, se invento la pila voltaica que permitia obtener una corriente
eléctrica continua y estable, siendo uno de los més importantes descubrimientos
sobre la electricidad y es denominada como corriente galvanica debido su aprecio

y admiracion por Galvani (9).

Mas adelante, en el siglo XIX, el uso de la electricidad con fines terapéuticos tuvo
un amplio desarrollo. En 1801, Ritter observé la importancia del aumento de la
amplitud del estimulo para poder producir la contraccion muscular. Michael Faraday,
en 1831, descubre el fendmeno de la induccién eléctrica y a partir de ella elabora la
primera corriente eléctrica continua (10). Posteriormente, en 1833, Duchenne de
Boulogne (Guillaume Duchenne) disefia los electrodos de superficie y el método de
localizacion de los puntos motores (9). En 1850 publica los resultados de los
tratamientos de patologias usando métodos eléctricos (10) y fue reconocido como
el padre de la electroterapia. AUn en este siglo, Leduc establece que una sustancia
ionizada, cuando esta en contacto con la piel y sometida a una corriente eléctrica

directa, podia penetrar la piel, efecto conocido como iontoforesis (9).

Al inicio del sigo XX, Lapigue descubre la relacion entre la reobase (minima
intensidad de corriente capaz de producir un potencial de accion) y la cronaxia (el
tiempo necesario para que una intensidad doble de la reobase produzca efecto), es
decir la relacion entre intensidad y duracion de estimulo necesaria para alcanzar la
excitabilidad del tejido (11).

Posteriormente, en estudios de Bernard (1925) ya se ve el uso de nuevas corrientes,
como las diadindmicas y las corrientes interferenciales. Las interferenciales fueron
perfeccionadas y se disefid un nuevo protocolo para la aplicacion de la estimulacion
eléctrica funcional (FES, por su sigla en inglés Functional Electrical Stimulation)

(2,9). Los afnos entre 1870 y 1920 fueron considerados la edad de oro de la
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electroterapia, pues fue la época en que se volvio muy popular su uso en Estados

Unidos y Europa (12).

En 1965, Melzack y Walls desarrollan las corrientes TENS (estimulacién eléctrica
transcutdnea) como una corriente antidlgica, que actia sobre el mecanismo de

control del dolor, por la teoria de la compuerta.

Cinco afios después, en 1970, el ruso Kots decide combinar la electroestimulacion
con el entrenamiento de la fuerza muscular en deportistas. A partir de ahi la literatura
también empieza a emplear este método como forma de entrenamiento y rara vez

como instrumento terapéutico o para ensayos experimentales (2,9).

Por otro lado, mientras continuaban los estudios en el sistema neuromuscular,
también se hacian avances del uso de la corriente eléctrica para el tratamiento de
trastornos y enfermedades mentales.

En el siglo XVIII médicos respetados como Richard Lovett y Erasmus Darwin
trataban la epilepsia con electroterapia. A finales de este mismo siglo, también se
utilizaba la electroterapia para el tratamiento de diversas enfermedades mentales,
como la histeria, siendo este el principal “desorden mental’ tratado con la
electroterapia, visto que asociaban la pérdida o el impedimento del habla con la
histeria. Se realizaba a través de electrodos dispuestos sobre la laringe donde se
aplicaban descargas de electricidad de 3 a 4 segundos de duracion (13). Se cree
que Caldini’s en 1784 fue el primero a usar la electroestimulacion cerebral (ESB,
por su sigla en inglés Electrical Stimulation of the Brain) en ranas (14). Sin embargo,
el primer registro de pacientes con trastorno mentales tratados con corrientes
eléctricas aplicadas directamente en la superficie craneal es de John Birch, en 1787,
donde tratd el estado de melancolia de un hombre. Utilizaba el siguiente
procedimiento: cubria la cabeza del hombre con una franela y frotaba las chispas

eléctricas por todo el craneo. La sesion se realizd una vez por semana durante
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aproximadamente 3 meses y los resultados fueron sorprendentemente positivos
(15).

Posteriormente, en 1802 Giovanni Aldini se dio a conocer por sus experimentos
utilizando humanos y cadaveres de animales. En uno de sus experimentos,
realizaba la decapitacion de algunos animales y demostraba que la corriente era
capaz de producir movimientos espasmaodicos de los musculos faciales, brazos y
piernas (Figura 2), aunque estuvieran muertos. En 1803, Aldini hizo el primer
experimento utilizando el cuerpo de un hombre muerto, donde aplicé la corriente
galvanica en diversas partes de su cuerpo produciendo movimientos involuntarios.
No obstante, Aldini, también aplicé la corriente galvanica sobre su propia cabeza y
relatd las sensaciones y efectos que la misma producia, y concluy6 que podia ser
beneficiosa para el tratamiento de trastornos mentales. Entonces, en 1804, la
corriente galvanica, o corriente continua directa (DC, por su sigla en inglés Direct
Current), fue la terapia de eleccion para el tratamiento de pacientes melancolicos
(15-17).

Casi setenta afios después (1870), Fritsch y Hitzig’s publican el primer estudio de
electroestimulacion cerebral en perros y reafirman que la corteza cerebral es
eléctricamente excitable. Mas adelante, en 1874, Bartholow, realiz6 la primera
estimulacién cerebral en humanos a través de electrodos de aguja insertados sobre
el tejido cerebral encontrandose el paciente en estado de alerta; sin embargo, sus
experimentos ocasionaron la muerte del paciente (14).

En 1858, Robert Remak publicé “Galvanoterapia” donde recomendaba el uso de la
corriente constante (galvanica) en condiciones morbidas del cerebro acompafiadas
con desordenes funcionales (10). Entre los afios de 1870 — 1920 el uso de la
electricidad se convirtié en la modalidad terapéutica mas comun dado que ya se
habian expandido los estudios y publicaciones sobre este método terapéutico,

incluyendo su uso en psiquiatria (10). Los fabricantes se aprovecharon del
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entusiasmo por la electricidad, asi como de la falta de conocimiento de la poblacién,
y empezaron a fabricar y a vender todo tipo de dispositivos compuesto por una
bateria y cables que se promocionaban como tratamiento para las mas diversas
patologias (18).

Figura 2: Demostracion realizada por Aldini. Experimento disefiado para evocar
movimientos espasmaodicos de los musculos faciales de animales mediante corriente
eléctrica y tratamiento de algunas enfermedades mentales utilizando la electroterapia. (A)
Después de cortar la cabeza del buey, el autor hacia que la corriente de una bateria pasara
por ella a través de una varilla. El simple contacto producia contracciones musculares y
convulsiones; (B) Las 3 imagenes de arriba demuestran el tratamiento de personas que
padecian trastornos mentales. Los electrodos fueron dispuestos en diferentes posiciones
del cuero cabelludo que se conectaban a una célula voltaica para la estimulacién. Laimagen
superior central muestra un paciente conectado a través de la mano izquierda y el cuero
cabelludo, con las manos humedecidas de agua salada. Las dos imagenes de abajo son
pacientes recién fallecidos conectados directamente (izquierda) o por solucién salina
(derecha) a una célula voltaica (16)
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Durante los afos finales del siglo XIX y principios del siglo XX, se popularizé el uso
de la bateria médica, que era un aparato parecido a una caja de zapatos que
contenia una bateria en su interior conectada a un cable envuelto alrededor de un
nucleo de hierro y que permitia la produccion de corriente continua, galvanica, y/o
corriente alterna, faradica (Figura 3). Para la corriente faradica los electrodos eran
conectados a la bateria, luego uno de ellos era colocado debajo de los pies del
paciente mientras el segundo electrodo se frotaba sobre el cuerpo del paciente.
Para la aplicacién de la corriente galvanica el electrodo fijo se colocaba sobre el
estdbmago del paciente en lugar de debajo de los pies. Se creia que la estimulacion
eléctrica podia curar una amplia variedad de dolencias, y estaba basicamente

arraigados al somaticismo (12,18,19).

Figura 3: Bateria médica. Bateria niumero 4 de Voltamp Electric Manufacturing Co, como
se anuncia en el catalogo de 1904 de la compaiiia (18)

Igual que los demas dispositivos, la bateria medica también fue vendida para
tratamiento en el domicilio, donde el mismo paciente se auto-aplicaba la corriente
eléctrica (“cure yourself by electricity”). Sin embargo, cuando la electricidad llegé a
los hogares (1910), la bateria se volvi6 algo anticuada y fue poco a poco
desapareciendo. Durante la primera Guerra Mundial, las escuelas de medicina
eliminaron la electroterapia de los planes de estudio, y aproximadamente en 1920,
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la técnica habia sido marginada, debido a la gran charlataneria en que se habia

convertido y de los grandes avances en la psicologia y el psicoanalisis (18).

Sin embargo, pocos afios después (1930) Bini y Cerletti traen un nuevo tipo de
electroterapia, la terapia electroconvulsiva (TEC) mediante la cual inducian
convulsiones en los pacientes a través del estimulo eléctrico. Esta técnica se
diferencia de la aplicada por Aldini y seguidores debido a que la TEC produce
actividad convulsiva mientras que la previa produce polarizacion cerebral, es decir,
buscan inducir cambios fisiolégicos que modulan la funcion cerebral (17). En las
primeras dos o tres décadas de uso, la TEC se administro a pacientes sin anestesia,
y posteriormente, se fueron realizando bajo anestesia. Sin embargo, esta técnica,
aunque sigue siendo aplicada en la actualidad en menor proporcion, produce
efectos secundarios graves e irreversibles, con pérdida de la memoria. No obstante,

algunos cientificos siguen afirmando que la TEC es inofensiva (20).

En la década de los 60, la DC tuvo un breve regreso y sus efectos fueron por fin
investigados sistematicamente. Se pudo demostrar que la corriente continua puede
afectar las funciones cerebrales a través de la modulacion de la excitabilidad cortical
(21,22). Sin embargo, fue otra vez abandonada debido al progreso logrado en el
tratamiento de los trastornos psiquiatricos con drogas (17). A finales del siglo XXy
comienzo del siglo XXI, los estudios acerca de la DC fueron mas concluyentes y se
pudo afirmar que la DC con frecuencias bajas traspasa el cuero cabelludo e influye
en la actividad cerebral. Cuando la intensidad utilizada es relativamente fuerte (1 —
1.5 mA) y es aplicada por un periodo de mas de 10 minutos, la DC puede ser

utilizada para el tratamiento de trastornos mentales y conductuales (17).

11



INTRODUCCION

ELECTROESTIMULACION NEUROMUSCULAR

Anatomia y Fisiologia del Sistema Musculo Esquelético

El sistema musculo esquelético es el sistema responsable de todos los movimientos
rapidos y voluntarios del cuerpo y es controlado por el sistema nervioso central
(SNC). La activacion de este sistema se basa en el control voluntario, permitiendo

la ejecucion de movimientos corporales mas finos o més groseros (23).

Los musculos estan controlados por motoneuronas a, que son neuronas
colinérgicas cuyo soma se encuentra en el asta anterior de la médula espinal y en
los nucleos motores de los pares craneales. El conjunto formado por una
motoneurona a y las fibras musculares que inerva constituyen una unidad funcional
y se denomina unidad motora. Cada fibra muscular es inervada por una sola
motoneurona, sin embargo, el axon de la motoneurona puede inervar varias fibras

musculares (24) (Figura 4).

Motoneurona 1

Motoneurona 2
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Musculo—

Figura 4: Inervacion de las
_ fibras musculares. Unidades
24 | &5y Motoras. llustracion obtenida y
= b adaptada del internet (165)
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Cada fibra muscular esta constituida por cientos o miles de miofribillas, y cada
miofibrilla esta formada por aproximadamente 1.500 filamentos gruesos de miosina
y 3.000 filamentos delgados de actina adyacentes entre si. La miosina y la actina
son las responsables de la contraccion muscular y son la principal composicion
proteica del sarcomero (Figura 5).
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Figura 5: Organizacion del musculo esquelético. Vista macroscépica y molecular del
musculo esquelético. llustracion obtenida y adaptada de Guyton y Hall (25).
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La contraccion muscular es el proceso fisiologico en el que los masculos se acortan
0 se estiran (0 que, en algunas ocasiones, permanecen con la misma longitud) como
consecuencia de un estimulo previo. Y ocurre cuando la cabeza de la miosina se

ancla a la actina y se produce un desplazamiento de los filamentos.

La molécula de miosina esta formada por seis cadenas polipeptidicas, dos cadenas
pesadas de miosina (MHC, por su sigla en inglés Myosin Heavy Chain), y cuatro
cadenas ligeras. La contraccidén ocurre cuando las proyecciones de los filamentos
de miosina (cabeza de la miosina), interaccionan con los filamentos de actina que
estan unidos en uno de sus extremos al disco Z y forman los puentes cruzados
(Figura 5 — L). El disco Z esta formado por proteinas filamentosas que atraviesan
las miofibrillas, uniéndolas entre si a lo largo de toda la longitud de la fibra muscular.
El sarcbmero esta situado en una porcién de la miofibrilla, entre dos discos Z
sucesivos. Cuando la fibra muscular esta contraida, la longitud del sarcémero se
acorta hasta aproximadamente 2 um, y cuando alcanza esta longitud los filamentos
de actina se superponen a los de miosina y el muasculo es capaz de producir su

maxima fuerza de contraccion.

Entre las miofibrillas hay un espacio lleno de un liquido intracelular que contiene
grandes cantidades de potasio, magnesio, fosfato y enzimas proteicas, denominado
sarcoplasma. Paralelas a las miofibrillas estan las mitocondrias; ellas proporcionan
a las miofibrillas durante las contracciones una gran cantidad de energia en forma
de trifosfato de adenosina (ATP) (25).

Finalmente, la contraccién muscular se produce cuando un potencial de accion viaja
a lo largo de una fibra nerviosa motora hasta sus terminales. Las unidades motoras
son el brazo eferente del SNC, y su activacion implica la propagacion de potenciales
de accion desde el axdn de las motoneuronas a. Este axon finaliza en un botén
terminal que penetra en los surcos formados por la membrana de la célula muscular,

o sarcolema, formando la placa neuromuscular. Los potenciales de accién del nervio

14
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abren los canales de calcio voltaje-dependiente del en la membrana presinaptica e
inicia un flujo de entrada de calcio al botdn terminal permitiendo la liberacion de
acetilcolina (Ach). Al difundirse a través del espacio entre el boton terminal y la
membrana muscular, la Ach induce la despolarizacion de la placa generando un
potencial de placa terminal. El potencial de placa genera un potencial de accion en
el sarcolema que se propaga a lo largo de la membrana de la superficie del musculo

permitiendo la activacién casi simultdnea de toda la célula muscular (24,25).

Cuando una motoneurona genera un potencial de accién, todas las fibras
musculares que inerva se contraen. Un anico potencial de accion es capaz de
producir una sola contraccién muscular de aproximadamente 100 ms de duracion
(25).

La cantidad de fibras que inerva cada motoneurona varia segun la funciéon que
desarrolla el muasculo inervado. Es decir, los musculos responsables de
movimientos mas finos reciben menos activacion de fibras por parte de su
motoneurona, mientras que los musculos que realizan movimientos mas bruscos
necesitan mayor reclutamiento de fibras musculares. Esta contraccion ocurre de
forma asincronica, debido a que las fibras que inerva cada motoneurona no estan
necesariamente juntas, sino que estan intercaladas con las fibras inervadas por
otras motoneuronas a lo largo del musculo. Esta organizacion permite que cuando
unas fibras musculares se relajan otras puedan contraerse, y de esta forma la

contraccion muscular ocurre por todo el musculo de manera sostenida (26).

Las isoformas de la MHC son las principales proteinas contractiles del musculo
esquelético y son las que determinan sus propiedades funcionales como velocidad
de contraccion, pico de potencia o velocidad de desarrollo de fuerza. En general,
los musculos de la mayoria de los mamiferos adultos poseen 4 isoformas principales
de MHC: una isoforma lenta (MHCI) y otras tres rapidas (MHCIIA, MHCIIX, MHCIIB)

(27-29). Sin embargo, la musculatura esquelética humana no posee la isoforma
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MHCIIB (27,28,30). Las fibras que expresan MHCI son las denominadas fibras tipo
I, mientras que las fibras que expresan MHCIIA, MHCIIX y MHCIIB son
denominadas tipo IIA, IIX y IIB respectivamente. De forma afiadida, también se ha
confirmado la presencia de la expresion hibrida de las isoformas (I/lIA, [HA/IIX,
[IX/1IB) (27,29,30).

La fibra muscular también puede ser clasificada segun a su velocidad de contraccion
y su capacidad oxidativa, y estan asociadas directamente con su isoforma de MHC
(28,31). Las fibras de contraccién lenta (tipo 1) o rojas, son altamente oxidativas,
tienen un menor tamafo, estan inervadas por nervios de menor diametro y tienen
altas concentraciones de mioglobina y mitocondrias para la produccion de energia
por la via oxidativa (28,29). Por otro lado, las fibras de contraccion rapida (tipo I1)
también son consideradas fibras blancas y poseen menor cantidad de enzimas
oxidativas, menor volumen de mitocondrias y gran actividad de enzimas glucoliticas,
permitiendo la produccion rapida de energia; presentan un mayor area de seccion
transversal (CSA, por su sigla en inglés Cross-Sectional Area) e implican una
contraccion muscular mas rapida y potente. Como se deriva de lo ya expuesto, las
fibras tipo Il se pueden subclasificar en IIA, IIB, IIX. En contraste con las fibras
musculares de ratas y ratones, las fibras 11X humanas presentan un nivel mas bajo

de metabolismo oxidativo en comparaciéon con las demas fibras (29) (ver Tabla 1).

Tabla 1.

Tipos de fibras musculares de mamiferos y caracteristicas

Caracteristicas Tipos de fibras

MHC Tipo | Tipo 1A Tipo 11X Tipo 11B*
Velocidad de contraccion Lenta Réapida Rapida Rapida
Metabolismo Oxidativo Oxidativo Intermedio Glucaolitico
Resistencia a la fatiga Resistente Resistente Intermedia Poco resistente

*No esta presente en humanos. MHC: Cadena pesada de la miosina (Miosin Heavy
Chain)
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Estimulacion Eléctrica del Mdsculo

La electroestimulacion muscular transcutanea o estimulacion neuromuscular
(NMES, por su sigla en inglés Neuromuscular Electrical Stimulation) consiste en la
contraccion muscular inducida por un estimulo eléctrico (EE) aplicado a través de
electrodos de superficie (32). Posee varias aplicaciones, algunas ya mencionadas
anteriormente, asi como la prevencion y tratamiento de la atrofia por desuso, la

reeducacion muscular y tratamiento del edema (33,34).

En este tipo de contraccién muscular se activan las unidades motoras mas cercanas
al estimulo y mas superficiales. Para que se activen un mayor numero de
motoneuronas y se produzca una mayor contraccion muscular, la corriente debera
ser aplicada lo mas cerca posible del nervio que inerva el musculo (11), por lo que
es necesario aplicar la maxima intensidad tolerada por el individuo para activar las

fibras mas profundas (35).

Durante la contraccién voluntaria, el reclutamiento de las unidades motoras ocurre
siguiendo el principio de tamafio descrito por Henneman y colaboradores (36),
donde las unidades motoras con un umbral de reclutamiento bajo se componen de
fibras musculares de contraccion lenta, mientras que las unidades con un umbral de
reclutamiento alto contienen fibras de contraccion rapida. En condiciones
fisioldgicas, las unidades motoras se activan por corrientes sinapticas generadas en
la motoneurona, y debido a que las motoneuronas pequefias presentan mayor
resistencia de entrada, experimentan un mayor cambio en el potencial de membrana
para una corriente sinaptica dada y, por lo tanto, alcanzan el umbral de descarga
del potencial de accién con corrientes sinapticas menores, motivo por el cual son
reclutadas mas facilmente (34). Por el contrario, en la contraccidbn muscular por un
estimulo eléctrico externo, el reclutamiento de las unidades motoras ocurre de
manera no selectiva y/o desordenada (26,37). Esto ocurre porque existe una

relacion inversa entre el diametro del axon y la resistencia axial, que permite el flujo
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de corriente a lo largo del axén, al producir una corriente transmembrana mas baja
en los axones de gran diametro (34,38). Ademas, los axones nerviosos se activan
directamente, por lo que aquellos que estan méas cerca del campo eléctrico son
reclutados mas facilmente que los mas profundos en la masa muscular (26,39). En
otras palabras, el patron de reclutamiento de las unidades motoras por estimulacion
eléctrica dependera de la resistencia de entrada del axdn, de la anatomia muscular
y nerviosa, y de la intensidad de corriente aplicada (34). Otra caracteristica de la
contraccion por estimulacion eléctrica es que las unidades motoras se despolarizan
al mismo tiempo, dando lugar a una contraccién sincrénica (40). Eso hace que la
contraccion provocada por estimulacién eléctrica sea mas fatigante que la
contraccion voluntaria, debido a que no hay unidades motoras inactivas que puedan

sustituir a las activas cuando éstas se fatigan (26).

Lewek (41) sugiere que este reclutamiento “desordenado” proporciona medios mas
efectivos para aumentar la fuerza muscular que los programas tradicionales de
fortalecimiento, incluso a niveles relativamente bajos de fuerza evocada. Por el
contrario, otros autores creen que la activacion no fisiol6gica por medio de la NMES,
puede ser la mejor estrategia para conseguir una buena rehabilitacion (42) debido
a que permite que las contracciones musculares sean siempre idénticas y maximas
(43).

Parametros de la Estimulacién Eléctrica

A la hora de aplicar una corriente excitomotora, existen diferentes parametros que
podemos seleccionar. Los parametros son elegidos segun los objetivos que se
desean alcanzar, ademas, es importante que la corriente sea confortable, segura 'y

eficaz.
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Tipos de corriente utilizadas en la NMES:

Existen muchos tipos de corrientes que producen efecto excitomotor, como las
corrientes con ondas rectangulares monofasicas, rectangulares bifasicas,
simétricas y asimétricas y las sinusoidales bifasicas simétricas (corrientes de baja
frecuencia) (44). La onda rectangular, bifasica y simétrica es la mas documentada
y la que parece producir una mayor fuerza de contraccion y una menor fatiga,

comparadas a las demas corrientes (34,44)

Duracion de impulso:

Es determinada por la cronaxia que determina el tiempo minimo que una fibra
nerviosa necesita para ser estimulada. La cronaxia varia para cada musculo e
incluso para cada individuo, de esta manera lo mas frecuente es seleccionar un
tiempo de estimulo aproximado, donde la duracion de impulso de 300 ps es la méas

aceptada y utilizada (34)

Frecuencia:

Es el nimero de veces en que se repite la onda eléctrica en un segundo, y su unidad
de medida es el Hz, y es considerado el parametro terapéutico mas importante (45).
Las corrientes de baja frecuencia son las que estan por debajo de 40 Hz y tienen
como principal objetivo la recuperacion, capilarizacion u oxigenacion del musculo.
Por encima de 40 Hz las corrientes son consideradas de alta frecuencia y su

principal objetivo es mejorar la fuerza muscular (44).

Es posible describir el efecto sobre el musculo, dependiendo de la frecuencia de

estimulacién utilizada (2):
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—De 10 a 33 Hz: Reclutamiento preferente de las fibras tipo |I. Se aumenta la
resistencia de las fibras y puede producir una transformacion de las fibras
tipo | en fibras tipo IlA.

—De 33 a 50 Hz: Se estimulan fibras intermedias tipo IlA incrementandose la

resistencia a la fatiga.

—De 50 a 75 Hz: Reclutamiento de fibras rapidas o tipo 11X y [IB aumentando

la fuerzay la resistencia muscular.

—De 75 a 150 Hz: Supertetanizacion de las fibras rapidas. Se mejoran las
manifestaciones reactivas de la fuerza y permite realizar contracciones

musculares maximas.

En base a esta informacién, Gorgey (46) encontré que existe una clara relacion

entre la frecuencia de corriente utilizada, la fuerza y la fatiga muscular provocada.

Intensidad de la corriente:

Es la cantidad de corriente que pasa por un conductor, su unidad de medida es el
amperio. Cuanto mayor sea la intensidad de corriente utilizada mas unidades
motoras seran reclutadas y se supone, que mas fuerza muscular sera generada.
Sin embargo, una mayor intensidad de corriente es menos tolerable, puesto que a
altas intensidades se estimulan también fibras nociceptivas (40,47). En estudios con
humanos, se describe que la intensidad habitual para producir una contraccion
muscular oscila entre 20 — 80 mA. Ademas, las fibras nerviosas son capaces de
adaptarse a los estimulos continuos, asi, la intensidad debe ser reajustada durante
la sesion para que el musculo no pierda la capacidad de producir las contracciones
(48,49).
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Tiempo de contraccion y relajacion:

El tiempo de contraccibn muscular es el tiempo que dura el tren de estimulos
eléctricos, que suele prolongarse entre 6 a 15 segundos. Entre cada contraccion es
necesario que haya un restablecimiento del potencial de membrana de la fibra
muscular, es decir, la fibra muscular necesita un tiempo de reposo para que ocurra
su recuperacion fisiologica. Este tiempo de reposo debe ser como minimo el doble

del tiempo de contraccion (44,50).

Efectos de la Electroestimulacién Neuromuscular:

Varios estudios demuestran que el entrenamiento fisico produce cambios en la
actividad neuromuscular, en el metabolismo energético, asi como en las repuestas
hormonales. De manera similar al ejercicio voluntario, la electroestimulacion
muscular a largo plazo también ha demostrado producir cambios sobre la

musculatura, tales como:

—Activacidbn neuromuscular: suele ocurrir antes incluso que los cambios

estructurales adaptativos del tejido muscular (51,52)

—Aumento del flujo sanguineo (47)

—Hipertrofia y aumento del area de seccion trasversal (44,51,52)

—Aumento de la fuerza muscular (34,44,51-53)

—Cambios en la proporcién de las fibras musculares y composicion de las
isoformas de MHC (51,52,54)

Sin embargo, estos cambios son dependientes del tipo de entrenamiento, grupos

musculares y metabolismo energético (54). Ademas, cada musculo tiene un “rango
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adaptativo” de posibles transformaciones en respuesta a diferentes patrones de
actividad (55).

ELECTROESTIMULACION TRANSCRANEAL

La Corteza Cerebral

La corteza cerebral es la parte mas nueva (evolutivamente) y la mas desarrollada
del cerebro. Es la regiébn donde estan representadas las funciones neuronales y

psiquicas mas complejas (56).

Es una delgada capa de materia gris (somas neuronales) que recubre la materia
blanca o medular (axones neuronales) del cerebro. Estad fuertemente
circunvolucionada y posee unos 10.000 millones de neuronas con cerca de 50
trillones de sinapsis. A la corteza llegan los impulsos de todas las vias sensoriales
y es donde se vuelven conscientes y son interpretadas. De ella también, salen
impulsos nerviosos que inician y generan los movimientos voluntarios. Ademas, la

corteza cerebral constituye el origen de todos procesos psicolégicos descritos (57).

Las circunvoluciones tienen giros y surcos (fisuras), los surcos mas pronunciados y
mas largos son usados como limites para la division de la corteza en l6bulos (Figura
6), dentro de cada hemisferio cerebral (derecho e izquierdo). Los I6bulos han sido
denominados de acuerdo con el hueso que lo recubre, desde un punto de vista
anatomico. De forma grosera, podriamos definir funciones asociadas a cada lobulo

cerebral:
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—L6bulo frontal: situado en la parte anterior, es responsable del control motor,

el razonamiento y resolucion de problemas, parte del lenguaje y

emociones.

—LG6bulo parietal: responsable de las percepciones somatosensoriales.

—Lébulo occipital: recibe informacion visual y es responsable del

procesamiento de imagenes.

—Lébulo temporal: encargado de la audicién, equilibrio y coordinacion.

Lobulo parietal ;
Lobulo frontal

Lobulo temporal

#ADAM.

Figura 6: Lobulos cerebrales (58)

Los dos hemisferios cerebrales estan conectados entre si por una estructura, el
cuerpo calloso. El hemisferio izquierdo esta relacionado con la parte derecha del
cuerpo y con funciones como el lenguaje, calculos y logica. Mientras que, el
hemisferio derecho estd relacionado con la parte izquierda del cuerpo y con
funciones tales como la orientacién espacial, reconocimiento de caras, y la imagen

corporal (23) (Figura 7).
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Figura 7: La corteza cerebral, especializacion de los hemisferios. Representacion
hemisférica de las funciones cerebrales, como indice de lateralizacién de la funcién
cerebral. Imagen obtenida y adaptada del internet (59)

El sistema nervioso esta compuesto por innumerables células capaces de transmitir
sefales bioeléctricas, las neuronas, y de ellas dependen las caracteristicas de la
transmision nerviosa. Existen neuronas capaces de integrar la informacion y
convertirla en patrones de descarga de potenciales de accién, mientras que hay
otras neuronas con actividad bioeléctrica propia, sobre las cuales la informacién
aferente actla modulando ese patron de descarga. Los contactos neuronales o
sinapsis permiten el flujo y transferencia de informacion entre neuronas, siendo las

sinapsis quimicas (utilizan neurotransmisores) las mas comunes (23).

En el periodo postnatal, las sinapsis se crean a un ritmo rapido, alcanzando a los
dos afios una densidad que llega al doble que en adultos. A partir de esta edad, las
sinapsis neuronales comenzaran a decrecer. Este proceso de proliferacion y poda
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de sinapsis parece estar bajo el control tanto de programas intrinsecos como de
influencias ambientales. El equilibrio de actividad entre las sinapsis excitadoras que
utilizan preferentemente glutamato como neurotransmisor y las sinapsis inhibitorias
que usan también preferentemente acido y-aminobutirico (GABA), influye en la

estabilizacion de las sinapsis y los circuitos neuronales (60).

La corteza cerebral presenta multiples interacciones consigo misma y con el resto
del SNC. Este sistema de proyecciones participa en los mecanismos de control y
ejecuciobn motora, actividades emocionales y cognitivas. Ademas, estas
proyecciones permiten interacciones que garantizan el control de funciones
complejas como el estado animo, la motivacién, la conciencia, el pensamiento, el
lenguaje y otras, asi como la percepcion, control y ejecucion de los movimientos
motores voluntarios (61). Las areas neocorticales que no son parte de los sistemas
sensoriales o0 motores se denominan cortezas asociativas o cortezas de alto orden
(23).

En particular, la corteza prefrontal realiza un control supramodal sobre las funciones
mentales a través de las funciones ejecutivas, como es el caso de la autoconciencia
o autoanalisis. Este autoanalisis controla la propia actividad mental y utiliza el
conocimiento previo para resolver nuevos problemas y guiar la toma de decisiones.
También hay un control ejecutivo en funciones como anticipacién, formulacién y
planificacion de posibles soluciones e iniciacion de la respuesta, bien como control
de actividades mas complejas como el hecho de iniciar y mantener una actividad
mental mientras desarrolla una conducta motora (62). La corteza prefrontal esta
formada por tres componentes: 1) corteza prefrontal dorsolateral que participa en
mecanismos de memoria y aprendizaje, planificacion y toma de decisiones; 2)
corteza orbitofrontal que desempefia un papel importante en el control de las
respuestas emocionales; y, 3) corteza prefrontal medial que esta involucrada en la
atencion. Conjuntamente, la corteza prefrontal es también importante en la

inhibicion de conductas indeseadas (23).
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Ademas de todo eso, el SNC presenta una capacidad biologica para madurar,
cambiar estructural y funcionalmente en respuesta a la experiencia y adaptarse
después de una lesién. A esta capacidad es conocida como neuroplasticidad. Esto
se logra principalmente mediante la modulacién de los mecanismos genéticos,
moleculares y celulares que influyen directa o indirectamente en la dinamica de las

conexiones sinapticas y la formacién de nuevos circuitos neuronales (60,63).
Estimulaciéon Transcraneal por Corriente Directa (tDCS)

La tDCS es una técnica no farmacolégica y no invasiva utilizada para la modulacion
de la excitabilidad de la corteza cerebral por medio de corriente eléctrica aplicada a
través del craneo. Ademas, es un método que permite estimular la corteza cerebral

sin la necesidad de manipulacion quirdrgica ni penetracion transcraneal (64).

La tDCS consiste en la aplicacion de corriente eléctrica continua. Se aplican
corrientes anddicas y/o catodicas débiles, pero que son capaces de reducir o
mejorar selectivamente la excitabilidad cerebral. Sus efectos pueden prolongarse
por algunos minutos después de finalizar la estimulacion. La estimulacién anédica
precedida por la estimulacion catddica puede producir cambios en la amplitud de
los potenciales evocados (65,66). En otras palabras, se puede decir que la tDCS
puede inducir la neuroplasticidad (67).

Muchos son los campos de exploraciéon de la modulacién cortical a través de la
tDCS: en el lenguaje, percepcidon sensorial, toma de decisiones, memoria, dolor

emocional, procesos cognitivos y dolor cronico (64)
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Parametros de la tDCS

Los parametros de la tDCS pueden variar ampliamente, desde el tamafio del
electrodo hasta la intensidad del estimulo, y todo estara relacionado con los efectos

fisioldgicos que se desea obtener.

Densidad e intensidad de la corriente:

Habitualmente se aplica una baja intensidad de corriente que varia entre los 0.5 mA
y los 2 mA, intensidad suficiente para producir efectos a nivel cortical (64,68). Sin
embargo, debido a que la corriente siempre tiende a fluir por el camino de menor
resistencia, hay una derivacion sustancial de corriente en el cuero cabelludo.
Sabiendo esto, la densidad de la corriente (cantidad de corriente por unidad de area
que pasa a través de un conductor) juega un papel crucial para determinar si la
corriente aplicada realmente penetra el craneo y alcanza la corteza cerebral (64).
De este modo, cuanto mas alta sea la densidad de la corriente, mayor profundidad
del campo eléctrico. No obstante, al aumentar la densidad de la corriente, la tDCS
puede ser dolorosa. Por esta razén, se vuelve mas efectivo aumentar el tiempo de
duracion del estimulo en lugar de la densidad (69). El uso de densidades entre los
0.08 y 0.20 A/m? es lo que determina que la tDCS sea estrictamente
neuromoduladora, ya que estos niveles de densidad no son capaces de generar

directamente potenciales de accion en las neuronas subyacentes (64,66,68).

Tiempo de estimulo:

La duracién de la plasticidad inducida por la tDCS esté relacionada con la duracion
del estimulo, es decir es tiempo dependiente (66,70). No obstante, estimulos
prolongados pueden producir como efecto una saturacion. Para evitar el efecto de

saturacion e inducir cambios significativos a nivel cortical y sinaptico, se requiere la
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realizacion de multiples sesiones. Una segunda sesion realizada aun bajo los
efectos de la primera sesion es adecuada para prolongar y mejorar la magnitud de
la excitabilidad inducida por la tDCS (70). También es cierto que cuanto mayor sea
el tiempo del estimulo, mayor la posibilidad de efectos secundarios prolongados, sin
embargo, se observan mejores efectos en la excitabilidad a largo plazo. Cuando se
persiguen unos objetivos clinicos, es importante que los efectos sean lo mas
duraderos posible (69). El lineas generales, un tiempo de estimulacion medio suele
durar 20 minutos (68,71,72)

Polaridad de la estimulacion:

La tDCS modula la actividad cerebral espontanea de una manera dependiente de
la polaridad. Por lo tanto, se cree que la tDCS produce sus efectos al polarizar el
tejido cerebral. Para conseguir el aumento de la excitabilidad cortical se aplica tDCS
anodica, mientras que la tDCS catddica disminuye la excitabilidad (64,73). Sin
embargo, la direccion de polarizacion depende estrictamente de la orientacion de

los axones y dendritas en el campo eléctrico inducido (64).

Disposicion y tamafio de los electrodos:

La posicion de los electrodos es lo que delimita la distribucion espacial y la direccion
del flujo de la corriente, factores que determinan los resultados y efectividad de la
estimulacién. Estudios de imagen realizados de forma simultanea a la aplicacion de
tDCS demuestran que los efectos de polarizacion estan generalmente restringidos
al area debajo de los electrodos (74). Normalmente se utiliza un electrodo anodico
y/o un catdédico dispuesto sobre el cuero cabelludo para modular un area en
particular de la corteza cerebral. La posicién generalmente esta determinada segun
el Sistema Internacional EEG 10-20 para la colocacion de electrodos
extracraneales. Por ejemplo, para estimular el sistema visual, los electrodos suelen

estar colocados sobre las zonas O1 u O2 (Figura 8) (69,75).
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Q—/'
Inion 10%

Figura 8: Sistema Internacional 10-20 para la colocacion de los electrodos
extracraneales. (A, B) Las letras sefialan el area (Fp, prefrontal; F, frontal;, C, central; P,
parietal; T, temporal y O, occipital), mientras que los nimeros distinguen el hemisferio
(pares del derecho, impares del izquierdo) y la linea media se sefala con una “z”; por lo que
Fz se encuentra frontalmente en la linea media (76).

Con relacion al tamafio de los electrodos, se ha demostrado que no presenta un
impacto clinico significativo. Sin embargo, si se ha observado que, al aumentar el
tamafo del electrodo, la densidad maxima de corriente se ve disminuida. Los

electrodos de 25 — 35 cm? son los mas utilizados (77).

Efectos secundarios

En general, la tDCS es una técnica segura con efectos adversos leves y transitorios
(78). Los efectos adversos mas comunes cuando se administra corriente continua
débil (entre 1 y 2 mA) pueden consistir en una leve sensacién de hormigueo y/o
comezon debajo de los electrodos durante los primeros segundos de estimulacion,
o bien la sensacion de destello de luz si el estimulo se enciende o se apagaba

abruptamente, asi como la sensacion de calor debajo de los electrodos. También
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se ha descrito un eritema cutaneo (enrojecimiento), que suele desaparecer después
de la tDCS (68,78,79).
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HIPOTESIS

El presente trabajo ha intentado documentar hasta qué punto la estimulacion
eléctrica aplicada a la fisioterapia puede constituir una terapia fisica efectiva tanto a
nivel periférico para la consecucion de efectos beneficiosos en la funcién
neuromuscular, como a nivel central para la consecucién de una mejora en aspectos

motivacionales y conductuales.

Multiples trabajos han podido documentar desde una perspectiva fisiologica los
efectos de la electroestimulacion de alta frecuencia en el sistema neuromuscular,
sin embargo, son escasos los estudios que observan cambios en las propiedades
contractiles y moleculares, y en la capacidad angiogénica y miogénica del musculo
estriado tras un protocolo electroestimulacion de alta frecuencia. Asi mismo,
también son escasos los estudios cientificos sobre los cambios motivacionales y
conductuales tras estimulacion mediante tDCS.

En este sentido, se plantea como hipétesis que la electroestimulacion
neuromuscular como técnica fisioterapéutica es capaz de producir cambios
estructurales a nivel celular y molecular en el misculo estimulado. Asi mismo,
planteamos como hipétesis que la estimulacion transcraneal con corriente continua
es capaz de producir cambios conductuales, y por tanto aplicable a procesos

terapéuticos como la terapia de la obesidad.

Para intentar demostrar nuestras hipétesis nos planteamos una serie de objetivos

generales y especificos.
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OBJETIVOS

Generales:

Evidenciar que la estimulacion eléctrica muscular de alta frecuencia, inducida
experimentalmente (electroestimulacion neuromuscular — NMES), puede

producir una hipertrofia muscular y mejora en el rendimiento muscular.

Llevar a cabo un estudio de estimulacion de corriente continua transcraneal
(tDCS) sobre la corteza prefrontal con el propdsito de favorecer la pérdida de

peso.

Especificos:

Verificar si se producen cambios en las propiedades contractiles del musculo
tibial anterior en un modelo experimental de ratén, después de 15 sesiones

de electroestimulacion neuromuscular

Analizar si la electroestimulacion neuromuscular produce cambios en el

fenotipo de las fibras musculares

Observar si la electroestimulacibn neuromuscular es capaz de estimular

cambios miogénicos y angiogénicos a nivel histolégico y/o molecular

Analizar si el estimulo con tDCS a lo largo de 4 semanas asociado a una

dieta hipocalérica produce pérdida de peso en comparacion con su placebo.

Identificar si la tDCS es capaz de inducir cambios en la motivacion y
conducta.
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El presente trabajo de Tesis Doctoral incluye dos estudios independientes: un
estudio experimental con modelo animal; y un ensayo clinico aleatorizado y doble
ciego. Ambos fueron desarrollados en la Facultad de Medicina — Departamento de
Biologia de Sistemas de la Universidad de Alcala — y demuestran posibles

aplicaciones de la electroestimulacion en Fisioterapia.

En el estudio con animales, se analizaron los cambios funcionales y morfologicos
del musculo tibial anterior de ratones tras 15 sesiones de electroestimulacion de alta

frecuencia.

En el ensayo clinico se analizaron los cambios en la motivacion y conducta

alimentaria tras 8 sesiones de estimulacion mediante tDCS.

ESTUDIO DE ESTIMULACION NEUROMUSCULAR EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para este estudio se ha utilizado el ratbn como animal de experimentacién, debido
a gue queriamos controlar con precision las condiciones ambientales, nutricionales
y de actividades motora de los sujetos de experimentacion. Ademas, este tipo de
poblacién nos da la posibilidad de diseccionar el musculo y estudiar los cambios
morfolégicos e histolégicos en todo el musculo no soloen una pequefa

muestra, como lo que ocurre en estudios llevados a cabo en humanos (80).

Un total de 26 ratones macho de fenotipo C57BL/6J, de aproximadamente 6 meses
de vida, fueron utilizados en este estudio. Fueron adquiridos de los laboratorios
Jackson (www.jax.orqg) y estabulados en el Centro de Experimentacion Animal de la
Universidad de Alcala. Estuvieron estabulados en racks ventilados, con jaulas
independientes, ultrafiltracion de aire de entrada y salida a través de filtros HEPA
(por sus siglas en inglés de High Efficiency Particulate Air) absolutos de una
eficiencia de 99,997% (filtra las particulas < 0.3 pum). La temperatura de
mantenimiento era de 21 + 1° C, la humedad relativa del aire de 55£10%, y la
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ventilacion de > 30 renovaciones/hora. Los animales tuvieron acceso a bebida y
comida ad libitum, con pienso A04 de mantenimiento de rata/raton de la empresa
Panlab, y el lecho era de madera de chopo. Durante la estabulacién, los animales
fueron sometidos a un ciclo luz/oscuridad de 12:12 horas. Los animales fueron

sacrificados mediante dislocacién cervical bajo anestesia.

El Centro de Experimentacion Animal de la Universidad de Alcala cumple en todos
sus extremos las recomendaciones del Convenio del Consejo de Europa ETS 123
y la normativa vigente sobre Proteccion de los Animales utilizados en
Experimentacién y otros Fines Cientificos, reflejada en el R.D. 1201/2005, de 10 de
Octubre de 2005. Asimismo, dicho Centro se encuentra registrado en la Direccion
General de Agricultura de la Consejeria de Economia e Innovacién Tecnoldgica de
la Comunidad de Madrid, con el numero ES280050001165.

Todos los procedimientos utilizados para la realizacion de este estudio siguieron los
principios éticos para las investigaciones y experimentos con animales, de acuerdo
con las Directrices Europeas de Cuidado de Animales de Laboratorio y fueron
aceptados por el Comité de Etica y Experimentacion con Animal de la Universidad
de Alcala (expediente CEI-UAH-AN2016008 // PROEX 143/17).

Grupo Experimental

Diecisiete ratones (n=17) recibieron 15 sesiones de electroestimulacion
neuromuscular (NMES) de alta frecuencia del compartimiento muscular anterior
(tibial anterior y extensor largo de los dedos) de la pata izquierda. Se realizaron 3
sesiones por semana en dias alternos. La NMES se aplicé en una sola pata para

reducir el tiempo de anestesia.

El protocolo de NMES fue adaptado de los estudios de Ambrosio (81) y Distefano
(82) y colaboradores, que consisia en 3 series de 10 repeticiones con una frecuencia

de 100 Hz, duracion de pulso de 4 milisegundos, tiempo de contraccion de 5 s,
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tiempo de relajacion de 10 segundos, y 5 min de descanso entre cada serie. Los
ratones eran posicionados en decubito semilateral, con flexion de rodilla'y de cadera
de aproximadamente 90°. Se utilizaron electrodos de superficie de hilo de cobre
conectados a un electroestimulador PowerLab 4/35 (A/D conversor, AD
Instruments, UK) con un software (LabChart, AD Instruments, UK). Los electrodos
fueron dispuestos de forma superficial sobre la regién del nervio peroneo comudn
(localizado en la cabeza anterior del peroné). El movimiento de dorsiflexion de tobillo
y extension de los dedos certificaba el posicionamiento correcto de los electrodos
sobre el nervio (Figura 9). Durante todo el proceso de NMES, los ratones
permanecieron anestesiados con isoflurano inhalatorio (dosis de induccion 4-5% y
2% para mantenimiento) y Oz con flujo de 0,3 L/min.

Figura 9: llustracion del posicionamiento y disposicion de los electrodos durante las
sesiones de NMES. (A) Fotografias de la disposicion del animal y los electrodos de
estimulacion; (B) Electroestimulador utilizado
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Grupo Control

Nueve ratones (n=9) fueron asignados a este grupo y sirvieron de control. Estos

ratones no recibieron ningun tipo de intervencion.
Variables del Estudio

Los valores de pre-intervencion fueron medidos solamente en el grupo control y
sirvi6 de referencia para el grupo experimental, pero todos los analisis post-
intervencion fueron realizados de igual forma en los dos grupos (control y
experimental). Las mediciones para el grupo experimental fueron realizadas tras 48
horas desde la ultima sesion de NMES. Las variables analizadas incluyeron:

Variables funcionales

A través de pruebas funcionales se analizaron las propiedades contractiles,

incluyendo la maxima fuerza tetanica y la fatiga muscular.

Pruebas Funcionales: De los 17 ratones sometidos a NMES, 8 fueron
seleccionados al azar para el andlisis de las propiedades contractiles del musculo
TA. Mientras que, en el grupo control, 5 ratones fueron utilizados para el andlisis de

dichas propiedades (Figura 10).

La medicidn se realizé in situ con los ratones bajo anestesia inhalatoria (misma dosis
de induccion y mantenimiento citadas anteriormente). La pérdida del reflejo podal
marcoé el inicio del procedimiento. Los ratones fueron posicionados en decubito
semilateral derecho sobre una plataforma climatizada (37° C), con 90° de flexion de
rodilla y cadera, y con la pata inmovilizada. Se realiz6 una incision del
compartimiento anterior de la pata izquierda hasta la altura de la rodilla para acceder
a los tendones del compartimiento anterior y al nervio peroneo comun. Se separo el

tenddn distal del TA del extensor largo de los dedos y se fijé a un transductor de
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fuerza (TRI201, Letica Scientific Instruments, Barcelona, Spain) por medio de un
hilo de sutura de 4.0 no absorbible atado a un alambre de cobre. Se realiz6 este
procedimiento para garantizar la posicion de 90° del musculo en relacion al eje del
transductor de fuerza (83,84). Se utilizaron los mismos electrodos de hilo de cobre
de las sesiones de NMES, y fueron posicionados directamente sobre el nervio
peroneo comun. Ademas, se utilizé el mismo electroestimulador y software. Durante
todo el procedimiento, el musculo fue constantemente humedecido con una solucion
de Ringer’s buffer (84).

Figura 10: llustracion del posicionamiento para la realizacion de las pruebas
funcionales. Posicionamiento del ratén (A); posicionamiento del musculo TA (B); y
posicionamiento de los electrodos (C).

Los protocolos utilizados para las pruebas funcionales fueron los siguientes:

e Longitud optima: Se determiné la longitud 6ptima, definida como la tension
con la que se obtenia la maxima fuerza ante un mismo estimulo. Para ello
se realizaron registros de contraccion tetanica a diferentes tensiones de
reposo (~30 mN, 40 mN, 50 mN, 60mN y 70 mN), con frecuencia de 1 Hz,
20V, 0.3 ms de anchura de pulso, con descanso de 30 s entre cada estimulo
(84).
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e Fuerza Maxima: se ajusto la longitud 6ptima y se realizaron 3 estimulos de
contraccion tetanica con un descanso de 3 min entre cada estimulo. La
frecuencia fue de 100 Hz, 20 V, anchura de pulso de 0.3 ms 'y 30 reps (84).

e Fatiga: se ajusto la longitud 6ptima y con una frecuencia de 100 Hz, 20 V,
anchura de pulso de 0.3 ms y 1200 reps, se estimuld hasta que la fuerza
tetanica llegase al 50% de su valor original, registrando el tiempo requerido
(85).

Una vez realizadas las pruebas funcionales, los animales fueron sacrificados

para el estudio histologico y molecular del musculo TA.

Variables estructurales

A través de andlisis histoldgico y molecular se observaron la capacidad angiogénica,

miogénica, numero de células satélites, isoformas y contenido total de MHC.

Pruebas histoldgicas y moleculares: De los 9 ratones del grupo experimental a
los que no se les realizaron las pruebas funcionales, 5 fueron elegidos al azar para
la diseccion del muasculo TA y realizacibn de pruebas histoquimica e
inmunohistoquimica, los otros 4 TA fueron utilizados para el andlisis protéico
mediante Western Blot. La Figura 11 muestra en forma de diagrama el nimero de
animales dedicados a cada tipo de estudio. Se eligi6 este método al haber
comprobado en estudios de nuestro propio laboratorio (86), que la congelacion del
musculo justo después de recibir electroestimulacion presentaba cristales en las
fiboras musculares, posiblemente debido a un proceso de inflamacién. De forma
similar se hizo en el grupo control; sin embargo, se disecaron los musculos TA
derecho de los 5 ratones que participaron de las pruebas funcionales y luego se
disecciono el TA izquierdo de los demas ratones control (n=4) que no participaron

de las pruebas, para Western Blot.
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A
26 ratones
I
Control (GC) NMES (GS)
(n=9) n=171
Pruebas funcionales (n=5) Pruebas funcionales (n=58)
Histologia (n=4) Histologia (n=9)
B
- Mediciones y
Mediciones y o
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l NMES lTﬁ. izquierdo
48h
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Figura 11: Diagrama de distribucion de muestras. (A) Distribucién de los animales para
los distintos estudios realizados. (B) Mediciones realizadas, sacrificio de los animales vy
sesiones de NMES. Los numeros indicados (1 a 15) representan los nimeros de sesiones.
GC: Grupo control; GS: Grupo estimulado.

Marcaje Histoquimico e Inmunohistoquimico

Diseccidon y congelacion del musculo

Como ya se ha mencionado anteriormente, todos los ratones (grupo experimental y
grupo control) fueron sacrificados a través de dislocacion cervical bajo anestesia.
De forma inmediata al sacrificio, se disec6 el musculo TA y el mismo fue dispuesto
sobre un papel absorbente para eliminar la humedad excesiva y luego fue pesado
en una balanza de precision. En un recipiente de metal se afiadid isopentano y se
sumergio parcialmente en nitrogeno liquido. Una vez el isopentano alcanzé una
temperatura entre -140° y -149° C, con la ayuda de unas pinzas se sumergio el
musculo TA durante 15 s. A continuacion, las muestras fueron conservadas en tubos

de eppendorf previamente enfriados a -80° C (87).
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Preparacion de los cortes histoldgicos

Se realizaron cortes seriados de 8 um de espesor del vientre muscular del musculo
TA mediante un criostato (Leica CM 1950, Alemania) mantenido a -22° C para
analisis de los capilares (88) y de 10 um para los demas analisis (27). Después de
realizar los tratamientos histolégicos correspondientes, se tomaron fotos
individuales a través de un microscopio de Epifluorescencia BX Olympus con una
camara digital DP-71, con un zoom Optico al 40x. Para la determinacién del area de
la seccidn transversal de las fibras (FCSA, por sus siglas en inglés de Fiber cross-
sectional area) y el recuento de los tipos de fibras musculares, se analizé un area
de 0.59mm? de la regién anterior del musculo TA. Para la medicién del area se utilizé
el programa ImageJ Software (1.46r ImageJ, National Institutes of Health, USA). Se
eligi6 esta region del musculo por ser la region con mayor prevalencia de fibras tipo
II, que son las que presentan una mayor respuesta a la NMES (51). El recuento de

los mionucleos, células satélites y capilares fue realizado manualmente (89).

Se indica a continuacion el procedimiento seguido para el marcaje y analisis

aplicado en cada caso:

Tincién de los capilares

Se siguid el protocolo establecido por Fouces y colaboradores, y Rosenblatt y
colaboradores (90,91). Las muestras fueron fijadas durante 5 min en formalina
sacarosa (pH 7.6) en temperatura ambiente. Después de diversos lavados en agua
destilada, se incubaron las muestras durante 1 h en temperatura ambiente y en
agitacién en una solucion de gelatina, 0,1 M de Trismaleato (SIGMA), 0,06 M de
nitrato de plomo, 0,068 M de CaClz y ATP sodico, diluidos en agua destilada y con
pH de 7.2. Luego, se realizaron otros lavados y se aplico Sulfuro de Amonio al 2%
durante 1 min. Se finaliz6 con lavados en agua y con el montaje sobre los
portaobjetos bafiados en glicerina. Se procedio a realizar el recuento de los puntos

negros marcados que se encontraban en el perimisio.
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Tincion del tejido conectivo

Se utiliz6 la técnica de Rojo Sirio, de acuerdo con protocolos extraidos de la
bibliografia (89). Las secciones fueron fijadas con 4% Paraformaldehido (PFA) en
tampon fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés de Phosphate Buffered Saline)
durante 10 min, lavadas con PBS y de forma inmediata incubadas durante 30 min
con una solucién de Rojo Sirio saturada con &cido picrico. A continuacion, las
muestras fueron rapidamente deshidratadas con etanol absoluto (PanReac), y
montadas sobre portaobjetos con glicerina. Se utilizé el programa Image-Pro Plus
5.1 para cuantificar el porcentaje de tejido conectivo a través del area del rojo

marcado.

Inmunohistoquimica

Una vez realizados los cortes transversales del musculo tibial anterior, fueron fijados
en 4% de PFA en PBS durante 10 min a temperatura ambiente. Las muestras fueron
lavadas en PBS con 5% Suero Donkey antimouse + 0,2% de Triton x-100 durante
1 h a temperatura ambiente en camara humeda. Los cortes histologicos fueron
tratados secuencialmente con anticuerpos especificos para las diferentes isoformas
de la cadena pesada de la miosina (MHC) (véase Tabla 2). Se utilizaron los
anticuerpos primarios descritos por Bloemberg y Quadrilatero, y Zhou vy

colaboradores (27,92) para tipificar las fibras musculares segun la MHC.
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Tabla 2.
Anticuerpos utilizados para el marcaje inmunocitoquimico

Anticuerpos primarios®  Isoforma de MHC Cwe®
BA-F& MHC | 1:15
SC-71 MHC 1A 1:30
BF-F3 MHC IIB 1:30
6H1 MHC 11X 1:15

*Casa comercial DSHE (Developmental Studies Hybridoma Bank, USA)
* Concentracion de trabajo (su sigla en inglés)

Para el marcaje de las células satélites se utilizé un anticuerpo para el PAX7 de
DSHB (Developmental Studies Hybridoma Bank, USA) con a una dilucién de 1:100.
Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: Cy2 Donkey anti-mouse (Thermo
Fisher A21200) a una dilucion de 1/700 y Cy3 Donkey anti-mouse (Jackson Immuno
Research 715-165-150) a una dilucion 1:200. Una vez realizada la incubacion del
anticuerpo secundario, se procedié al marcaje de mionucleos con DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindo) en las mismas muestras marcadas para identificar células

satélites, durante 10 min.

Se han utilizado diluciones distintas de la descrita por Bloemberg y Quadrilatero (27)
debido a que los anticuerpos secundarios utilizados en nuestro trabajo eran de
distinta casa comercial. Asi mismo, las tinciones de cada anticuerpo primario fueron

realizadas de forma independiente.

A continuacion, utilizando el programa Adobe Photoshop Cs6 se solaparon las
imagenes para realizar la tipificacion de fibras y el recuento de células satélites y
mionucleos. Se hicieron varias pruebas piloto para verificar la concentracion ptima
de trabajo y el tiempo de incubacion de los anticuerpos primarios. Tras ellas,
comprobamos que el tiempo de incubacion optimo de los anticuerpos primarios
debia ser al menos 12 h (overnight) y de 1 h para los anticuerpos secundarios.

Ambos fueron incubados dentro de una cadmara hiumeda y oscura, a temperatura
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ambiente.La Figura 12 muestra de forma esquematica todo el proceso de marcaje

inmunocitoquimico.

Diseccidn del musculo 7 .
Congelacion

Cones criostato

..,,.
M
ﬁjﬁ |
Wi \
N T RN N T AN

Anticuerpo secundano Anticuernpo pamano

Figura 12: Esquema del proceso de marcaje inmunohistoquimico. Adaptado de Forns
(93)

Pruebas Moleculares: Western Blot

Para el analisis de la variacion del contenido total de MHC y de la isoforma IIB se
utilizaron 4 masculos del TA de animales del grupo experimental y 4 de animales
del grupo control que no habian participado en las pruebas funcionales. Una vez
diseccionados, los musculos fueron almacenados en una solucion de RNA later a -
22°C.

El protocolo utilizado para la extraccion y cuantificacion de proteina fue el descrito
por Gondin y colaboradores (94). EI musculo fue mantenido durante 1 h en un
tampodn de lisis Passive Lysis Buffer 5X (Promega Part; Cw 1:4 diluido en H20) y fue

a7



MATERIALES Y METODOS

centrifugado a 1500 rpm a 4° C durante 20 min para extraer las proteinas. Se utilizd
el método de Lowry para cuantificar el contenido de proteinas y el método de
Bradford para calcular la concentracion (95). Se tomaron 5 pl de muestra y se
afadieron a 250 pl de mezcla (2 ml H20 + 500 pl de solucion Bradford). Una vez
cuantificada la proteina se establecio qué cantidad se necesitaba de muestra para
30 pug de preparacion. De esta forma, 30 pug de preparado de la muestra fueron
cargados en geles de poliacrilamida al 6% SDS-PAGE para la electroforesis. Las
proteinas fueron transferidas de los geles a las membranas de transferencia de
PVDF con poros de 0,2 pm (ThermoFisher Scientific™) y fueron blogqueadas con
5% de leche bovina y una solucién salina de Tris Buffered (TBS; 0,02 M Tris y 0,05
M NacCl, pH 7,4-7,6) durante 1 h. A continuacion, se realiz6 la incubacion de los
anticuerpos primarios a 4° C overnight. Se utilizaron anticuerpos primarios
especificos para identificar la isoforma MHC IIB (BF-F3; DSHB, USA) a una dilucion
de 1:500 y para el contenido total de MHC (Ab 124205, Abcam) a una dilucién de
1:1000.

Después de diversos lavados en 0,1% de Tween + TBS, las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario Anti-mouse IgG (SIGMA) a una dilucién de
1:5000 por 1 h en temperatura ambiente. Se procedié al revelado utilizando un
potenciador de luminosidad y una solucidon de peroxido (Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate, ThermoFisher Scientific™). Para el andlisis del Western blot se
utilizé el programa ImageJ Software (1.46r ImageJ, National Institutes of Health,
USA), y se evalud el contenido de proteinas a través del area de la intensidad del
brillo de las bandas. La Figura 13 muestra de forma esquematica todo el proceso
de analisis por Western blot.
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Figura 13: Esquema del proceso de Western blot. Tras sacrificar el animal se diseco el
musculo TA 'y se almacend en una solucion de RNA later a -22° C. llustracion obtenida y
adaptada del internet (96)
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ESTUDIO DE ELECTROESTIMULACION TRANSCRANEAL

Para este estudio, se reclutaron mujeres voluntarias sanas de edad entre 45 — 65
afos, sin tratamiento previo con tDCS, con un indice de masa corporal (IMC) en la
categoria de sobrepeso/obesidad clase | (25-35 kg/m?) procedentes del Centro
Médico Complutense, y de la propia Universidad de Alcala de Henares, de la
Comunidad de Madrid. Los criterios de exclusion incluyeron diabetes, cirugia
bariatrica, cualquier condicion conocida que estuviera asociada con aumento de
peso u obesidad, tabaquismo/adiccion, enfermedad neurolégica o psiquiatrica y
contraindicaciones para recibir tDCS (epilepsia, marcapasos, implantes metalicos o
cirugia en el area de la cabeza, y cualquier enfermedad de la piel o lesién que
impacta el area adyacente a la colocacion del electrodo tDCS). Las participantes
fueron evaluadas previamente para su elegibilidad por entrevista telefénica y/o por
correo electrénico. Una vez que la participante era elegible, se la invité a una visita
de referencia donde realiz6 la entrevista formal por personal profesional, con el
objetivo de confirmar la elegibilidad y descartar los criterios de exclusiéon

relacionados con afecciones médicas.
Disefio de Estudio y Protocolo

Después de una visita inicial que consistié en la tramitacién de los procedimientos
de consentimiento informado y una evaluacién/entrevista, las participantes fueron
asignadas al azar a uno de dos grupos: tDCS activo o0 tDCS simulado (control) como
parte de un periodo de 4 semanas de intervencion. La aleatorizacion se estratifico
segun la edad (2 estratos) y el IMC (2 estratos) para garantizar una distribucion
equilibrada de los sujetos. Durante la semana 1 de la intervencién, los sujetos
recibieron sesiones diarias de tDCS en dias laborales (total: 5 sesiones). Al
comienzo de la semana 2, a las participantes se les prescribio una dieta hipocalorica
(20 kcal/kg/dia), mientras continuaban con tDCS en dias laborales alternos (total: 3
sesiones). Durante las semanas 2 a 4, se pidio a las participantes que siguieran la

dieta en su vida diaria, sin supervision. Las participantes fueron evaluadas con
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respecto a los cambios en el peso corporal (resultado primario), apetito subjetivo y
ansia por la comida (resultados secundarios). Ademds, las participantes se
sometieron a dos sesiones de pruebas neuropsicologicas computarizadas al inicio
del protocolo y al final de la segunda semana, con el objetivo de evaluar los cambios
en el desempefo ejecutivo en presencia de sefales de alimentos. El estudio fue
aprobado por la Junta de Revision Institucional local de la Universidad de Alcala
(CEl / HU / 2016/11) y se registré publicamente en ClinicalTrials.gov (identificador:
NCT03351426). Todos los procedimientos se adhirieron a los principios éticos de la

declaracion de Helsinki. El protocolo del estudio se muestra en la Figura 14.

INTERVENCION
Dieta hipocalérica

T T T P -
\AAAA Yy ¥ ¥
semana 1 semana 2 > semana 3 > semana 4 >

MEDICIONES

Pesao corpaoral 1
o EEREER
Ansia por alimentos}

Meurocogmnicion =

— —

Figura 14: Disefio experimental del estudio de tDCS. Cronograma de intervencion y
determinacion de variables

Dieta Hipocaldrica

A partir de la semana 2, se pidi6 a las participantes que siguieran una dieta
hipocaldrica prescrita bajo la supervision de un endocrinélogo. El objetivo de
calorias para la dieta fue de 20 kcal/kg/dia, con un objetivo de 45-55% de
carbohidratos, enfatizando un indice glucémico bajo, una ingesta moderada de
grasas saludables (acido oleico y aceite de pescado) y un contenido de proteina del
15-25%. Se alentd a las participantes a seguir un patron dietético de estilo
mediterraneo que favoreciera los alimentos de origen vegetal como verduras, frutas,

judias, nueces, legumbres y cereales, junto con el pescado y el aceite de oliva virgen
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extra como la principal fuente de grasa. Para lograr estos objetivos, las participantes
recibieron una sesion educativa inicial y material escrito que incluia ejemplos de
menu de temporada y guias visuales para estimar el tamafio de las porciones.
Todos los procedimientos y materiales dietéticos se basaron en un programa

dietético (https://www.programadietasfaes.com) (97). Durante la dieta, los sujetos

recibieron instrucciones de mantener constantes sus niveles de actividad fisica.

tDCS

El tDCS se realiz6 mediante un dispositivo BRAINSTIM (www.BrainSTIM.it) (EMS

Medical, Bolonia, Italia) utilizando un montaje destinado a mejorar la excitabilidad

de la corteza dorsolateral prefrontal (DLPFC, por sus siglas en inglés de
Dorsolateral Prefrontal Cortex) izquierdo (anodo sobre F3, basado en el sistema
10:20, y cétodo sobre el area supraorbital derecho) (Figura 15). Se utilizaron los
siguientes parametros de electroestimulacion: intensidad de corriente 2 mA, 20
minutos de duracion (30 s de entrada/salida) y electrodos de esponja de 5x5 cm
empapados en solucion salina al 0,9%. Para la estimulacién simulada, la corriente
eléctrica fluyo durante solo 15 s, con una aparicion/desaparicion gradual similar al
comienzo y al final de 20 minutos, para imitar las sensaciones subjetivas que
ocurren con tDCS activo (98). Se utilizaron dos dispositivos, uno programado para
enviar tDCS activo y el otro programado con parametros de estimulacion simulada.
Como control de calidad, un ingeniero realizé pruebas eléctricas de la salida del
dispositivo con regularidad para garantizar que la administracion de la estimulacién
fuera precisa. Antes de la colocacion de los electrodos, se realizé la limpieza de la
piel para eliminar cualquier signo de locién, polvo, u otras particulas que pudieran

dificultar la conduccion.

Durante las sesiones de tDCS, los sujetos estaban comodamente sentados, al
tiempo que se les pidié que atendieran un video con imagenes y sonidos relajantes,

que representan escenas naturales.
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A tDCS B = Nariz
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Figura 15: llustracion del posicionamiento de los electrodos. Electrodo anodo sobre
punto F3 y catodo sobre el area supraorbital derecho. (A) llustracion obtenida y adaptada
del internet (99) (B) llustracion obtenida de DaSilva (100)

Cegamiento del Estudio

Tanto los participantes como los investigadores que administraron la estimulacion y
obtuvieron informacion sobre los resultados permanecieron cegados a la asignacion
grupal. Los dispositivos tDCS se utilizaron en un modo que no permitia mostrar
informacion sobre los parametros de estimulacion para el personal o los
participantes. Ademas, para evaluar el éxito del cegamiento, se pidio a los sujetos

que adivinaran su asignacion grupal al final del estudio.
Variables del Estudio

Peso corporal

El peso corporal se obtuvo al inicio del protocolo y semanalmente durante el
estudio, utilizando una balanza digital Tanita BC-601 ajustada al primer decimal

(Tanita Corp., Tokio, Japon). Las participantes vestian ropa ligera y estaban
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descalzas. Para cada participante, la hora del dia en que se obtuvo el peso

permanecio fija.

Apetito

El apetito se evalu6 mediante escalas analdgicas visuales (EVA). Resultados

“*

autoinformados a las preguntas “¢Cuanto hambre tienes?”, “¢COmo estas de
lleno?”, “¢ Cuanto deseas comer?” y “¢Cuanta comida crees que podrias comer
ahora?”, que representan el estado actual de la participante, fueron evaluados con
escalas horizontales, de 100 mm de longitud, ancladas por descriptores de palabras,
con base en métodos previamente validados (101). Los sujetos completaron las
EVA al inicio y en todas las sesiones de tDCS bajo una ventana de ayuno de 2-4

horas.

Cuestionarios

Todos los participantes completaron los cuestionarios bajo las mismas condiciones

de informacion y voluntariedad.

Ansia por la comida: el ansia por alimentos se evalud utilizando las versiones en
espafol de Cuestionario de Ansia por la Comida — Rasgo (FCQ-T, por sus siglas en
inglés de Food Craving Questionnaire-Trait), al inicio del estudio, y el Cuestionario
de Ansia por la Comida — Estado (FCQ-S, por sus siglas en inglés de Food Craving
Questionnaire-State), al inicio del estudio y semanalmente. Las puntuaciones
totales y parciales se estimaron para cada cuestionario/punto temporal. Las
puntuaciones totales, tanto de la escala completa como de cada uno de los factores
por separado, se calcul6 sumando las puntuaciones de cada posibilidad de

respuesta (102).

e FCQ-T: (véase anexo Il) El objetivo de este cuestionario es evaluar las
caracteristicas estables en el tiempo del deseo intenso de comer un tipo de

comida en particular a través de distintas situaciones, es decir, los deseos de
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comer caracteristicos de la persona. Las instrucciones indican a los
participantes con qué frecuencia cada afirmacion “seria cierta para usted en
general” utilizando una escala de 6 puntos que varian de 1 (nunca o no
aplicable) a 6 (siempre). Las nueve escalas del FCQ-T miden los antojos
experimentados o asociados con: (a) refuerzo positivo, (b) refuerzo negativo,
(c) alimentacion dependiente de la sefial, (d) sentimientos de hambre, (e)
preocupacion por la comida, (f) Intenciones de comer, (g) Falta de control, (h)

Afecto negativo, y (i) Sentimientos de culpabilidad.

FCQ-S: (véase anexo ll) El objetivo de este estudio es medir la intensidad
de los deseos de comer en el presente inmediato. Las instrucciones indican
a los participantes que expresen en qué medida estan de acuerdo con cada
afirmacion en ese mismo momento utilizando una escala tipo Likert de 5
puntos que vari6 de 1 (absolutamente nada de acuerdo) a 5 (muy de
acuerdo). Los 5 factores o escalas incluyen: Factor 1: “Un deseo intenso de
comer”, Factor 2: “Anticipacion del refuerzo positivo que puede resultar de
comer”, Factor 3: “Anticipacion del alivio de estados y sentimientos negativos
como resultado de comer”, Factor 4: “Falta de control sobre la alimentacion”,
Factor 5: “Ansia de hambre”.

La evidencia de la validez de ambos cuestionarios incluye la validez predictiva,

convergente y divergente en muestras espafiolas e inglesas (103-105)

Comportamiento alimentario: los rasgos del comportamiento alimentario se

evaluaron al inicio del estudio con la versidbn en espafol del Cuestionario de

Alimentacion de Tres Factores version R18 (TFEQ-R18, por sus siglas en inglés de

Three Factor Eating Questionnaire-Version R18). Este cuestionario analiza a través

de 18 items, el comportamiento alimentario desde tres vertientes psicologicas

(cognitiva, conductual y emocional) y predice el papel que ejercen sobre la

alimentacion. Asimismo, evalla tres dimensiones de la conducta alimentaria: a)

restriccion alimentaria, donde se mide el dominio cognitivo y la ingestion de
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alimentos; b) la desinhibicién, que valora la propension de comer en exceso y la
pérdida de control; y, c) la susceptibilidad al hambre que analizan las emociones
subjetivas del hambre y el deseo por la comida (106,107). Las variables de este
cuestionario son evaluadas por separado, y describieron el perfil emocional de los

participantes relacionado con la alimentacion (véase anexo II).

Pruebas Neuropsicolégicas

Las participantes se sometieron a pruebas de neuropsicologia al inicio del estudio
y al final de la semana 2. Durante cada una de estas sesiones las participantes
realizaron una tarea informatica que constaba de tres bloques. El primer bloque fue
una tarea Go/No-Go modificada por alimentos, donde las participantes veian en la
pantalla imagenes de alimentos de alto y bajo contenido en calorias, y se les pedia
gue presionasen la barra espaciadora de un teclado solo cuando el elemento era
bajo en calorias. La prueba estaba constituida por 200 ensayos, de 1,5 segundos
cada uno, 20% No-Go; ~ 5 minutos en total. Estudios previos llevados a cabo por
otros autores también han utilizado pruebas similares (108). Para minimizar los
efectos de aprendizaje debido a la administracidon repetida de la tarea, se procedio
a una seleccion aleatoria y un orden de imagenes de alimentos para cada sesion.
Se tomaron imagenes de alimentos de una bateria validada y publicada (109). El
segundo bloque era una tarea de trabajo de memoria con imagenes de alimentos,
donde los sujetos tenian que presionar la barra espaciadora cada vez que la imagen
de alimentos presentada en la pantalla coincidia con la que se habia presentado
dos imagenes antes (200 pruebas, 1,5 segundos cada una, 45% ensayos
comparados; ~ 5 min). Esta prueba ha sido utilizada por otros autores en un estudio
reciente de tDCS (110). Finalmente, el tercer bloque consistié en una tarea dual
Go/No-Go donde las participantes realizaron una combinacién de las tareas
anteriores, es decir, una tarea con imagenes de alimentos donde tenian que
responder solo si el alimento era bajo en caloria (400 ensayos, 1,5 segundos cada
uno, 22,5% ensayos No-Go coincidentes; ~ 10 min). Esta doble tarea exigia una

combinacion de control inhibitorio, memoria de trabajo y cambio de atencion. La
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justificacion para la seleccion de estas tareas proviene de la comprension actual de
las bases neurocognitivas de la obesidad y la contribucion de la corteza prefrontal
dorso lateral (111-114) (Figura 16).

Figura 16: llustracion de la prueba neuropsicoldgica. Ejemplo de alimentos de bajo (A)
y alto (B) contenido caldrico.

Efectos adversos

La incidencia de los efectos adversos se evalué mediante preguntas abiertas en
cada visita y utilizando sisteméaticamente un cuestionario estdndar cominmente
utilizado en los estudios de tDCS (78). Este cuestionario se utilizé para recopilar los

efectos adversos antes e inmediatamente después de cada sesion de tDCS.
ANALISIS ESTADISTICOS

Para comparar los dos grupos (Control vs. Experimental) del estudio llevado a cabo
en animales de experimentacion se realizé la prueba U de Mann-Whitney para
muestras independientes para las variables peso corporal, masa muscular, area de
la seccidn transversal de las fibras musculares segun su isoforma, tipos de fibras,
capacidad angiogénica y mionucleares. Para el analisis de las variables contractiles,
contenido de proteinas de la MHC vy tejido conectivo, se utilizo la prueba t-student

para muestras independientes.
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Los cambios en el peso corporal se evaluaron como % de cambio desde el inicio
para cada punto temporal, como se especificO previamente en el registro del

protocolo.

En el estudio de electroestimulacion transcraneal, las variables adicionales (apetito,
ansia por la comida, y el rendimiento neurocognitivo) se calcularon como cambio
desde el inicio hasta la finalizacion. Antes del andlisis, todos los datos se evaluaron
primero para la distribucion de la normalidad utilizando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Se analizaron datos de medidas repetidas que incluyeron > 2 puntos de
tiempo utilizando modelos lineales mixtos; Se usé6 ANOVA mixto para los otros
casos. Examinamos los efectos del grupo, el tiempo y el grupo de interaccién x
tiempo para cada resultado. Las comparaciones post hoc y exploratorias se

realizaron como se indica en el texto de los resultados.

Los andlisis se implementaron en IBM SPSS Statistics v.22 (IBM Corp. Armonk,
NY), excepto los modelos lineales mixtos, que se realizaron en SAS v.9.4 (SAS Inc.,
Cary, NC). El nivel de significancia se estableci6 en p <0.05, hip6tesis de dos colas,
y los resultados se expresan como media + desviacion estandar; en los casos que
se utiliza el error estandar de la media, se indica especificamente en el texto de los

resultados.
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CAPITULO 1: ELECTROESTIMULACION
NEUROMUSCULAR:

cUn protocolo de 15 sesiones de electroestimulacion neuromuscular de alta
frecuencia es suficiente para inducir cambios en las propiedades contractiles y

moleculares, y en la capacidad angiogénica y miogénica del masculo estriado?
Contenido en Fibras Musculares del Musculo Tibial Anterior

La Figura 17 muestra un corte histolégico representativo en el que se aprecia el
fenotipo lento/rapido (Figura 17A) y aerdbico/anaerdbico (Figura 17B) de las fibras
tal y como puede observarse en las preparaciones histologicas de muasculo tibial
anterior del raton. En el area analizada a mayor aumento, se observa un predominio
de fibras rapidas (Figura 17C). De igual forma, también se puede detectar una
mayoria de fibras anaerdbicas (53,5 + 8,1%) en comparacion con aerébicos (21,2 +
6,4%) e intermedios (25,3 £ 8,0%) (Figura 17D).
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Figura. 17. Secciones transversales representativas del musculo tibial anterior de
ratén. Fotografia de una seccion muscular y microfotografia de la zona analizada (resaltada
mediante un rectangulo amarillo). Las secciones transversales fueron estudiadas mediante
marcaje inmunocitoquimico (A) e histoquimica enzimatica (B). ElI marcaje
inmunocitoquimico permite diferenciar las fibras lentas (marcadas en rojo) y rapidas (sin
marcar) con relacion a la expresion de la cadena pesada de miosina (C). El marcaje
mediante histoquimica enzimatica permite diferenciar las fibras en anaerdbicas (blanco),
aerdbico (violeta oscuro) o intermedias (purpura), en relacién con su capacidad oxidativa
(D). Los simbolos *, +, <, #, representan las mismas fibras musculares en las distintas
imagenes. La barra de escala representa 1.000 ymen Ay By 200 umen Cy D.

Efectos del Entrenamiento Mediante Electroestimulacion

Sobre las Caracteristicas Estructurales del Musculo

Quince sesiones de entrenamiento de neuroelectroestimulacion (NMES) de alta
frecuencia provocé una hipertrofia marcada del musculo tibial anterior en todos
ratones analizados. La Tabla 3 resume los cambios producidos por las 15 sesiones
de neuroelectroestimulacion muscular, comparando un musculo estimulado (ST) en
comparacion con el grupo control (CT). No se observaron diferencias entre grupos

en el peso corporal, mientras que, la masa muscular del grupo electroestimulado
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presento un aumento de 7,3% comparado con el grupo control (p < 0.01). Al analizar
un promedio de 57 + 8 fibras por musculo, se observo que el area de seccién de las
fibras musculares aumenté significativamente después de las 15 sesiones para el
grupo estimulado (de 1870 + 306 a 2385 + 369 um?; p < 0.01).

Tabla 3.
Caracteristicas de ratones C57BL/6J y del masculo tibial anterior de ratones tras el
estudio.

CT ST p valor
Peso corporal (mg) 26,5 (4.2) 258(3.2) 062-=
Masa muscular TA (mag) 419(3.2) 4521 (3.4) 0.002 =*
Relacion misculo / peso corporal (mg. g') 164 (017) 1.77(0.21) 0.0008 =*
FCSA total (um?2) 1870 (308) 2385 (369) 0.0005 =~
FCSA fibras lentas (pm?) 1093 (208) 1294 (128) 0.309¢®
FCSA fibras rapidas (pm?2) 1744 (231) 2352 (257) 0.015*

Grupo Control (CT) comparado al Grupo Estimulado (ST). Media (Desviacidn estandar). =t test para
muestras independientes; tAMann-Whitney test; * Diferencia significativa (p < 0.05)

La Figura 18 muestra el incremento significativo de la masa muscular (p <0.05, r =
0.55, Figura 18A), asi como del area de seccion de las fibras musculares (p <0,001,

r = 0,71, Figura 18B) en las extremidades sometidas a electroestimulacion.
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Figura 18. Efecto del entrenamiento mediante la electroestimulacién neuromuscular.
Los histogramas representan el efecto de la neuroelectroestimulacion sobre la masa
muscular (A) y sobre el area de seccion muscular (B) en extremidades control (CT) y
extremidades estimuladas (ST). Los datos representan valores de media y desviacion
estandar. Diferencias significativas: *p<0.05; ***p<0.001.
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Al realizar el andlisis segun el fenotipo de fibra muscular, se observdé un aumento
significativo del area de seccion de las fibras musculares (FCSA) a favor de las
fibras rapidas, no observdndose cambios significativos para las fibras lentas (Figura
19).
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Figura 19: Area transversal de las fibras del musculo tibial anterior segin su
tipologia. Aumento significativo del FCSA para las fibras A, IIA/IIX, 11X y 1IB del grupo
estimulado, comparado con el grupo control. Las barras del histograma indican media *
desviacion estandar. *Diferencias significativa comparado al CT (p<0.05) a través del Mann-
Whitney test.

Efectos del Entrenamiento Mediante Electroestimulacion

Sobre las Caracteristicas Funcionales Del Musculo

Las adaptaciones producidas en la funcién contractil como consecuencia de la
electroestimulacion se muestran en la Tabla 4. En general, se observd una mejora
de las variables contractiles relacionadas con la produccion de fuerza, con un
aumento del 15% en la fuerza de contraccion ante un unico estimulo (twitch), y del

17% para la contraccion tetanica, ambas expresadas en valores absolutos. Mejoré
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también la ratio de desarrollo de fuerza ante ambos estimulos y la resistencia a la
fatiga. Sin embargo, no se observaron mejoras significativas en la fuerza relativa a

la masa muscular, ni en las variables contractiles relacionadas con la relajacion.

Tabla 4.
Efectos de la electroestimulacion en la funcion contractil del musculo TA

CT ST p valor
Fuerza de un Twitch (mN) 85.1 (13.4) 97.8 (12.4) 0.01 &
Fuerza relativa de Twitch (mN/mg)  0.20 (0.02) 0.21 (0.03) 0.152
Twitch RFD (mN/ms) 4.84 (0.92) 5.54 (1.23) 0.04 ax
Twitch %2 RT (ms) 24.3 (4.4) 24.5 (4.1) 0.882
Twitch %2 RR (mN/ms) 1.80 (0.47) 2.06 (0.48) 0.092
Fuerza Tetanica (mN) 247.2 (32.2) 289.1 (44.5) 0.04 a*
Fuerza Tetéanica relativa (mN/mg) 0.57 (0.06) 0.62 (0.11) 0.33@
Tetanica RFD (mN) 4.17 (0.66) 4.96 (0.94) 0.03 a*
Tiempo de Fatiga (s) 4.96 (1.66) 10.15 (3.74) 0.02 a*

Grupo CT comparado al ST tras 15 sesiones de NMES de alta frecuencia. Twitch - fuerza
de una Unica contraccion a una frecuencia de 1 Hz; Fuerza Tetanica - Fuerza isométrica
con 100 Hz de contraccion tetanica; Tiempo de Fatiga con una frecuencia de 100Hz hasta
llegar al 50% de la fuerza maxima alcanzada; RFD (tasa de desarrollo de fuerza); RT
(Tiempo de relajacion); RR (tasa de relajacién. Los valores son media = desviacion
estandar. * Diferencias significativa comparado al CT (p<0.05).

La Figura 20 muestra ejemplos de la contraccion muscular registrada en un musculo
control y un musculo entrenado, en respuesta ante una contraccibn muscular
aislada (Twitch) (Figura 20A), asi como ante una estimulacion tetanica de alta
frecuencia (Figura 20B). Asimismo, se muestra la disminucion de la fuerza de

contraccion ante un estimulo mantenido durante 20 segundos (Figura 20C).
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Figura 20: Efectos de la electroestimulacion neuromuscular sobre las propiedades
contractiles del masculo. Trazados de la fuerza maxima registrada en un musculo tibial
anterior de un animal control (CT) y un animal entrenado (ST), en respuesta a un estimulo
aislado (A). (B) Fuerza isométrica registrada en respuesta a una contraccion tetanica de
alta frecuencia (100 Hz y 300 ms). (C) Trazado continuo de la contracciébn mantenida, y
respuesta a la fatiga tras contraccion tetanica de alta frecuencia (100 Hz durante 20 s).

El efecto del entrenamiento determiné un incremento significativo en la fuerza

maéaxima (p <0.01, r = 0,64, Figura 21B) y de la velocidad a la que se desarrolla la
fuerza (Nw/ms, p <0,05, r = 0,64, Figura 21A).
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Figura 21. Efectos del entrenamiento de electroestimulaciéon neuromuscular sobre
las propiedades contractiles del musculo. (A) Representacion grafica de la velocidad
de desarrollo de la fuerza (Nw/ms) analizada en musculos controles (CT) y musculos
entrenados (ST). (B) Representacion grafica de la fuerza maxima desarrollada por las
extremidades control (columna blanca) y las sometidas a entrenamiento de estimulacién
(columna negra). Los datos corresponden a las medias y desviacion estandar. Diferencias
significativas: * p <0,05; ** p <0,01.

Efectos del Entrenamiento Mediante Electroestimulacion

Sobre los Subtipos de Fibras Musculares

En otra serie de experimentos se estudid la distribucion de la cadena pesada de
miosina (MHC), y su cuantificacion por inmunohistoquimica y por la técnica de
Western blot. Los estudios de caracter inmunocitoquimico permitieron observar los
distintos tipos de fibras musculares del vientre muscular del masculo tibial anterior

de raton (Figura 22). Los estudios cuantitativos permitieron cuantificar que este
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musculo presenta en general una mayor prevalencia (64%) de fibras rapidas (suma
del % de IIX, [IX/1IB, 1IB).

Figura 22: Distribucion de las fibras musculares marcadas por técnicas
inmunohistoquimica. Imagen de las fibras musculares del musculo tibial anterior del raton,
segun la isoforma de MHC. La imagen fue tomada de la zona anterior del vientre muscular.
(A, B) Cortes sagitales del musculo tibial anterior donde se muestran fibras de tipo IIX en
color verde (anticuerpo secundario Cy2), de las fibras IIA en color rojo (anticuerpo
secundario Cy3) y de las fibras 1IB de color negro (no marcadas). (*) indica la fibra pura;
(+) indica la hibrida lI1A/IIX; (~) indica la isoforma hibrida [IX/11B; Los nimeros de 1 a 3 indican
las mismas fibras musculares. Barra de calibracion = 100 pm.

Tras analizar la prevalencia de los tipos de fibras después de las 15 sesiones de
NMES, no se observaron cambios significativos en ninguna isoforma especifica, sin
embargo, se percibe una tendencia a una mayor prevalencia del fenotipo de fibras
[IA, 11X y IIX/1IB. También se aprecié una disminucion de la cantidad de fibras IIB y
| (Figura 23).
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Figura 23: Distribucion de las fibras musculares marcadas por técnicas
inmunohistoquimica. Proporcion de fibras segun la isoforma de MHC de la zona anterior
del vientre muscular del musculo tibial anterior de ratones controles (CT) y ratones
sometidos a electroestimulacion (ST).

Al analizar el contenido total de proteina de MHC, asi como el contenido especifico
de la isoforma IIB mediante Western Blot, no se apreciaron cambios en la expresion
total de MHC, sin embargo, se observd un aumento no significativo en el contenido
de 1IB para el grupo estimulado (Figura 24).
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Figura 24: Expresion del contenido protéico de tras la electroestimulacion
neuromuscular. (A) Expresion de la proteina total de MHC tras 15 sesiones de
electroestimulacién neuromuscular (en unidades arbitrarias, AU). Se aprecié un aumento,
no significativo, de la expresion de proteinas de MHC 1IB. (B) Muestras de Western blot
para MHC total, MHC 1IB y GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). Los
valores corresponden a medias + desviacion estandar

Adaptaciones Angiogénicas, Miogénicas y del Tejido

Conectivo por Efecto de la Electroestimulacion

En una serie de experimentos se procedido al marcaje selectivo de capilares
sanguineos, mionucleos y células satélites en secciones de musculo tibial anterior
de raton (Figura 25).
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Figura 25: Marcaje de los capilares musculares, mionucleos y células satélites por
técnicas inmunohistoquimicas. Imagenes demostrativas de la tincion de capilares,
nucleos y células satélite en secciones trasversales de musculo tibial anterior de raton. (A)
Marcaje de capilares, mostrados como puntos negros marcados en el perimisio (flechas
blancas); (B) Marcaje nuclear mediante DAPI (azul). Dichos nucleos fueron considerados
mionucleos (‘m’) si el marcaje estaba dentro de la lamina basal. Marcaje de células satélite
por PAX7 (rojo). Las células satélites se identificaron por la colocalizacién de DAPI y PAX7
morado) junto a la ldmina basal. Los numeros ‘1 y 2’ indican las mismas fibras musculares
en ambas imagenes. (Barra= 100 pum)

Por efecto de la electroestimulacion neuromuscular no se encontraron diferencias
significativas en las propiedades angiogénicas y miogénicas de las fibras
musculares, tras 15 sesiones de electroestimulacion. Sin embargo, se observo una
tendencia al aumento en niumeros de células satélites y capilares para el grupo que

sufrid la electroestimulacién, mientras que se observé una disminucién de
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mionucleos por area. Asimismo, no se observaron cambios en la cantidad de tejido

conectivo (Figura 26).
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Figura 26: Variaciones en la capilarizacion, nimero de nucleos y células satélites por
efecto de la electroestimulacion neuromuscular. Relacién de células satélite (A),
mionucleos (B) y capilares (D) por area de seccién muscular (um?) en musculos control
(CT) y muasculos sometidos a electroestimulacion (ST). (C) Proporcion de células satélite
con respecto al nimero de mionucleos. Los valores corresponden a medias + desviacion
estandar.
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CAPITULO 2: ELECTROESTIMULACION TRANSCRANEAL

¢Un protocolo de ocho sesiones de electroestimulacion transcraneal puede
conseguir cambios conductuales relacionados con la alimentacibn y una

consecuente pérdida de peso?
Participantes

Un total de 68 participantes fueron inicialmente convocadas para su participacion
en el estudio. De las 68 participantes, catorce no cumplieron los criterios de
inclusion/exclusién, cuatro declinaron su participacion, ocho no tuvieron
disponibilidad de tiempo, y dos no devolvieron las llamadas telefonicas. Un total de
40 participantes fueron aleatorizadas. Dos participantes del grupo control fueron
excluidas durante el estudio por no poder cumplir con el protocolo. Finalmente, la

muestra fue de 38 participantes (n = 18 controles, n = 20 activos).

La Tabla 5 muestra las caracteristicas basales, donde se indica la edad, indice de
Masa Corporal (IMC), adiposidad y comportamiento relacionado con la alimentacion

en ambos grupos de participantes.
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Tabla 5.
Caracteristicas basales de las participantes de ambos grupos
Control Activo p valor
(n=18) (n=20)
Edad (afios) 51.8 (1.3) 53.1(1.3) 0.4472
Peso Corporal (kg) 82.6 (2.9) 81.6 (2.3) 0.7832
Altura (cm) 160.6 (1.8) 160.7 (1.5) 0.9332
IMC (kg/m?) 31.9 (0.7) 31.5(0.6) 0.6832
Adiposidad (% grasa BIA) 42.3 (0.9) 41.8 (0.9) 0.6912
TFEQ - R18

Restriccion Cognitiva 15.6 (1.0) 14.8 (0.8) 0.561%

Desinhibicién 28.8 (1.1) 27.9 (1.1) 0.692°

La susceptibilidad al hambre 9.6 (0.4) 9.7 (0.5) 0.731°

FCQ-T

F1: Intencion y planes para comer 17.1 (1.4) 18.7 (1.4) 0.401%

F2: Anticipacion del refuerzo positivo 9.9 (0.8)
gue puede resultar de comer 10.6 (0.9) 0.5322

F3: Anticipacién del alivio de estado y 9.2 (0.9)
sentimientos negativos como 10.2 (0.9) 0.317°
resultado de comer

F4: Falta de controle al comer 15.5 (1.0)

F5: Pensamientos o preocupacion por 19.4 (2.1) 15.9 (1.2) 0.874"
la comida 19.9 (1.8) 0.553"

F6: Ansia como estado fisiolégico 14.7 (1.1)

F7: Emociones que se puede 21.2 (1.9) 15.9 (1.0) 0.228"
experimentar antes o después del 22.2 (1.7) 0.671¢%
ansia por comer

F8: Sefales que pueden 15.1(1.1)
desencadenar ansia por la comida 16.4 (1.1) 0.414+%

F9: La culpa por los antojos y/o por 13.4 (0.9)
ceder a ellos 14.0 (1.0) 0.426"

Puntuacién Total 135.4 (9.7) 144.1 (8.9) 0.377°

Media (Desviacién estandar). 2t test para muestras independientes; ® Mann-Whitney test

Efectos Sobre el Peso Corporal

El resultado primario del estudio mostro que las modificaciones en el peso corporal

seguian un modelo lineal mixto, que resulté ser significativo para todo el grupo a lo
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largo del estudio (p = 0,020). Especificamente, se observd que en el grupo activo
se produjo una mayor reduccion del peso corporal que en el grupo control (Figura
27A). También se observd una mayor reduccién de peso corporal en el grupo activo
en la semana 3 (p = 0,024) y en la semana 4 (p = 0,002). En la semana 4 (final del
estudio), el grupo activo habia perdido 2,32 + 0,35% del peso corporal inicial, frente
al 1,29 £ 0,26% en el grupo control, lo que indica un beneficio neto medio del 1,03%
en el grupo activo. Durante las semanas 1y 2 solo se observé cierta tendencia (p =
0,105-0,110). El andlisis de los cambios semanales mostré que los participantes del
grupo activo tenian una reduccién del peso corporal, detectable desde el final de la
primera semana, durante la cual solo recibieron tDCS, que perdurd todas las
semanas del estudio (p <0.05, t-test de Student) (Figura 27B). Por el contrario, el
grupo control sélo mostré una reduccion transitoria de peso al comienzo de la dieta

(semana 2).
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Figura 27: Efecto de latDCS sobre el peso corporal. (A). Cambios en el peso corporal a
lo largo del estudio. Los valores indican el porcentaje medio (media £ SEM) de cambio en
el peso corporal desde la linea de base, correspondiente al grupo control (linea gris) y al
grupo activo (linea negra). Las participantes del grupo activo perdieron mas peso (p = 0,020,
modelo lineal mixto). (B) Cambios semanales en el peso corporal. Las barras indican el
porcentaje medio (media £+ SEM) de cambio en el peso corporal para el grupo control (linea
gris) y para el grupo activo (linea negra). Las barras de rayas representan los datos de la
semana 1 (tDCS solamente). Las barras rellenas representan los datos de la semana 2
(tDCS + dieta), asi como los de las semanas 3 y 4 (solo dieta). Los datos mostrados
corresponden a los resultados semanales obtenidos restando el % de pérdida del peso
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corporal a lo largo de una semana determinada de la semana anterior. * p <0,05, t-test de
Student.

Efectos Sobre el Apetito

El andlisis del cambio en el apetito, durante las dos semanas de estimulacion
mediante tDCS reveld que el grupo activo tenia una menor apetencia alimentaria
que el grupo control, aunque la diferencia entre ambos grupos no llegd a ser
significativa (p = 0,062, modelo lineal mixto). No se aprecid ningun efecto sobre la
sensacion de hambre, plenitud o necesidad potencial de consumo. La Figura 28A
muestra el cambio acumulativo al final de la primera semana, en la que los sujetos
solo habian recibido tDCS, y al final de la segunda semana, en la que habian
recibido tDCS mas dieta, para las cuatro preguntas del cuestionario sobre el apetito.
La maxima diferencia entre grupo activo y grupo control parecia estar al final de la

primera semana.
Efectos sobre el Ansia de Comer

No hubo diferencias significativas entre los grupos activo y control en relacién con
ansia de comida (p = 0,3). Sin embargo, el grupo activo experimenté una reduccién
significativa del factor 3 (sentimiento de alivio como resultado de la ingesta) (p =
0.044, modelo lineal mixto). Las diferencias entre grupos para este factor fueron
significativas (p <0.05) al final de las semanas 1 y 4. La Figura 28B muestra los
cambios en las puntuaciones de ansia de alimentos al final de la semana 1 (cuando
habian recibido solo tDCS) y al final de la semana 4 (final de el estudio) para todos

los factores del cuestionario.
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Figura 28: Efectos de tDCS sobre el apetito y ansia de comida. (A) Cambios en
puntuaciones de la evaluacion del apetito “EVA”. Las barras indican los valores medios
(media + SEM) para el grupo control (linea gris) y el grupo activo (linea negra) Las barras
de rayas representan los datos de la semana 1 (solo tDCS). Las barras llenas representan
los datos de la semana 2 (tDCS + dieta). Las preguntas a las que hace referencia el
cuestionario se muestran en la parte superior de la gréfica. (B) Cambios en la puntuacién
del ansia de alimentos. Las barras indican cambios en las puntuaciones para los factores
1-5enlasemana 1y en el final del estudio (semana 4). Los datos se muestran como media
+ SEM para el grupo control (linea gris) y para el grupo activo (linea negra). Las barras de
rayas representan los datos de la semana 1 (solo tDCS). Las barras llenas representan los
datos de la semana 4 (solo dieta) datos. Los valores de p corresponden a diferencias en
valores minimos cuadréticos.

Efectos Neurocognitivos

La Tabla 6 muestra los resultados detallados en la realizacion de las tareas
neurocognitivas para las tres tareas evaluadas. El grupo activo mostré mejoras en
el desempenio de las tareas que fueron mas selectivas para medidas de precision.
La tarea que experimentd un mayor beneficio fue la tarea de Go / No Go, donde el

grupo activo experimenté un mayor rendimiento en todas las medidas.
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Se examinO si los cambios en el rendimiento neurocognitivo, indicativo de
compromiso, podria predecir cambios posteriores en los principales resultados del
estudio (peso corporal, antojo por la comida y apetito). Dicho examen permitio
observar una asociacion entre el control inhibitorio y el ansia de comida, que fue
selectiva para el grupo activo. Especificamente, la mayor velocidad de respuesta en
la tarea Go / No-Go tuvo una correlacién positiva con una mayor reduccion en el
ansia de comida a lo largo del estudio (puntuacion total y factores 1, 4y 5) (p =
0,006-0,048, correlacion de Spearman).

El analisis de regresion multiple mostré que los cambios en la velocidad y la tasa de
error durante la tarea Go / No-Go era capaz de explicar el 43,5% de diferencia en el
cambio del factor 4 (falta de control para comer en exceso) al final del estudio. Los
cambios en el rendimiento neurocognitivo estaban asociados al efecto observado

sobre el apetito y sobre el peso corporal.

Tabla 6.
Tareas neurocognitivas
Control Activo
(n=18) (n=20)
Pre Post p value Pre Post p value
Tarea Go / No-Go
Errores de Comision (%) 9.4 (1.5) 8.3(1.6) 0.3022 8.8(1.0) 7.5(1.0) 0.369 2
Precision (%) 94.6 (1.1) 94.5(1.7) 0.687 @ 93.9 (1.1) 97.1(0.9) 0.002 =
Media Go RT (ms) 570.4 (6.1) 5724 (11.4) 0.879°2 567.0 (10.1) 554.0 (7.8) 0.074°
Tarea de 2 vueltas
Precision (%) 84.6 (3.7) 90.4 (2.9) 0.210° 81.6(3.8) 93.8(1.4) 0.001 =
Media RT (ms) 528.6 (12.3) 505.7 (12.1)  0.028 = 512.1 (16.1) 481.8 (10.5)  0.013°%*
Tarea Dual
Errores de Comision (%) 3.4 (0.7) 4.8(1.2) 0.478 = 3.2(04) 2.4 (0.5) 0.021 =
Precision (%) 85.1 (4.6) 89.9(2.2) 0.460 = 89.9 (2.5) 93.5(1.8) 0.031 =
Media RT (ms) 541.6 (16.0) 536.1(12.1)  0.753° 502.0 (12.1) 484.3 (11.3)  0.007 >*

Media (Desviacion estandar). 2t test para muestras pareadas; ® Wilcoxon test; * Diferencias

significativas (p < 0.05)
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Efectos Adversos

En general, la intervencion fue bien aceptada y tolerada por las participantes y
ninguna de ellas decidié abandonar el estudio por dichos efectos. No se observaron
efectos adversos significativos o inesperados. Algunas participantes informaron
sobre sintomas transitorios, leves o moderados, comunmente encontrados en los
estudios de tDCS, sin que se evidenciasen diferencias entre el grupo control y el
grupo activo (Tabla 7). El enrojecimiento de la piel tendia a ocurrir con mayor
frecuencia en las participantes del grupo activo que en el grupo control (75% frente
a 44,4%, p = 0,054, chi-cuadrado de Pearson).

Tabla 7.
Efectos adversos

Control Activo p value
(n=18) (n=20)
Dolor de cabeza 2(11.1) 7 (35) 0.1302
Dolor en el cuero cabelludo 1 (5.6) 2 (10.0) 1.0002
Sensacion de ardor / quemadura 11 (61.1) 12 (60.0) 0.9445b
del cuero cabelludo
Dolor de cuello 0 (0.0) 1 (5.0) 1.0002
Hormigueo 16 (88.9) 18 (90.0) 1.0002
Enrojecimiento de la piel 8 (44.4) 15 (75.0) 0.054°
Somnolencia 4 (22.2) 8 (40.0) 0.3072
Dificultad para concentrarse 2 (11.1) 1(5.0) 0.5952
Cambio de humor 0 (0.0) 2 (10.0) 0.4882

Media (Desviacion estandar). @ Prueba exacta de Fisher; Ptest de Chi cuadrado.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION: EFECTIVIDAD DE LA
ELECTROESTIMULACION NEUROMUSCULAR SOBRE LAS
PROPIEDADES ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DEL
MUSCULO

De manera resumida, los resultados del estudio realizado en animales de
experimentacion demuestran que, 15 sesiones de NMES de alta frecuencia (100
Hz) son capaces de producir cambios neuromusculares y moleculares en masculo
estriado de ratones C57BL/6J. Cambios que se ven reflejados principalmente en las

propiedades contractiles del musculo Tibial Anterior.
Caracteristicas y Funcion Muscular

El sistema musculoesquelético presenta una importante capacidad de adaptacion
frente a diversos estimulos, resultando en una mejoria en la capacidad metabdlica
y en el rendimiento fisico. Tal y como muestran los datos ilustrados en el apartado
anterior (Resultados - Caracteristicas de los ratones y de musculo), las 15 sesiones
de NMES fueron suficientes para inducir un incremento significativo en la masa

muscular y en el FCSA del TA, sugiriendo una hipertrofia muscular.

Este resultado corrobora con un estudio previo realizado en este mismo laboratorio
(86) y con otros estudios realizados en roedores (115-117). Diversos autores
demuestramos, de forma concluyente que, la hipertrofia muscular inducida por
ejercicio de fuerza, contraccion voluntaria o estimulacion mediante NMES, es
completamente dependiente de la mTOR (diana de rapamicina en células de
mamifero), siendo la PI3K (fosfatidilinositol- 3-kinasa) — Akt — mTOR la via
responsable por el control de sintesis y decomposicion de proteinas (52,116,118-
123). Esta via produce un aumento anabdlico de la fosforilaciébn de la proteina
ribosémica S6 quinasa (p705%), que puede ser la principal proteina responsable
para la hipertrofia musculoesquelética (120,124). En este sentido, el entrenamiento
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cronico regula numerosos genes que son importantes para la biosintesis del sistema
musculoesquelético y lo hace a través del control de la degradacion de RNAm (125).
Esto ocurre como un mecanismo de adaptacion a largo plazo frente a los estimulos

repetidos.

En este estudio también se ha visto un incremento significativo en la fuerza maxima
tetAnica evocada por contraccién eléctrica, asi como su tasa de desarrollo,
resultados semejantes a los de otros estudios realizados en roedores (27,82,115).
Muchos son los factores que pueden interferir las propiedades contractiles del
musculo, como las propiedades intrinsecas del mismo, la composicién del tipo de
fibra muscular o los mecanismos neuronales. Estudios anteriores justifican este
aumento de fuerza muscular a través de algunas hipoétesis: 1) la masa muscular y/o
el FCSA es proporcional a la fuerza ejercida y su aumento ocurre como resultado
de contracciones repetitivas y cronicas (126-128); 2) como respuesta fisiologica a la
activacion del proceso de regeneracion del tejido muscular esquelético (118); 3)
debido a la combinacién de las mejoras en la activacion neuronal (mejor
sincronizacion de los patrones de disparo de la unidad motora), tamafio de la fibra
muscular y rigidez del tejido conectivo (126); 4) aumento en el contenido de la
isoforma de la MHC IIA (38,54,126,127). Todos estos mecanismos e hipotesis
podrian haber participado en la mejora de estas propiedades contractiles. Ademas,
estos resultados respaldan la afirmacion de que la produccién de fuerza es
proporcional a la frecuencia e intensidad de la NMES, bajo la hipotesis de que hay

un mayor reclutamiento de unidades motoras (2,38,46,82,129-131).

A diferencia de otros estudios, nuestra investigacion ha mostrado una mejoria
significativa en el tiempo de fatiga. Este resultado no era esperado, dado que la
mayoria de los estudios convergen en que la NMES de alta frecuencia es
caracterizada por una mayor demanda metabdlica resultado de contracciones
musculares repetidas y del patron no selectivo de reclutamiento de unidades
motoras (46,130-133). Sin embargo, las posibles explicaciones que se puede dar
para este resultado se basan en la angiogénesis (82,134,135) y/o en el aumento del
contenido de la isoforma MHC IIA (54).
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Distribucion de MHC

En este estudio se ha observado una tendencia a la transicion de la isoforma hacia
un fenotipo rapido e intermedio (MHC | » MHC [IA — MHC 11X « MHC 1IB) observado
por inmunohistoquimica, y un aumento de la expresion del contenido de la proteina
MHC IIB, pensamos que debido el aumento de la isoforma hibrida MHC 1IX/IIB. La
alteracion de la composicién de la isoforma de MHC es uno de los principales
mecanismos de adaptaciéon muscular frente al ejercicio y ocurre debido al aumento
de la actividad neuromuscular, al reclutamiento de diferentes unidades motoras,
metabolismo energético y respuestas hormonales. No obstante, estos cambios son
dependientes del tipo de entrenamiento y grupos musculares (54). La explicacion
mas probable de estos hallazgos se basa en que las alteraciones de la composicion
de isoformas de MHC fueron inducidas por factores mecanicos (por ejemplo, el
estrés) como consecuencia a la frecuencia utilizada en la NMES, creyéndose que
la alta frecuencia produjo un maximo reclutamiento de unidades motoras. Ademas,
hay evidencias de que los mecanismos neuronales juegan un papel importante en
la determinacion del fenotipo de la musculatura esquelética, asi como de las

adaptaciones neuromusculares frente al ejercicio (29,37,43,54,127,136,137).

El aumento, aunque no significativo, de la isoforma MHC IIX coincide con el estudio
de Caiozzo y colaboradores (137) realizado en roedores, pero que diverge de
estudios realizados en humanos (54,118,138). La posible explicacion para esta
divergencia se basa en que la isoforma MHC 11X humana no posee las mismas
caracteristicas funcionales y morfolégicas de los ratones (Ver tabla 1, Introduccion)
(29).

Células Satélites y Dominio Mionuclear
Al analizar la distribucion de células satélites no hemos observado un aumento

significativo tras 15 sesiones de NMES de alta frecuencia. Estudios previos

encontraron resultados semejantes a este. Hikida y colaboradores, analizan los
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efectos de 16 semanas de un entrenamiento de fuerza en humanos y no encuentran
aumento significativo en el nimero de células satélites tras 8 y 16 semanas de
ejercicio. Roth y colaboradores (139) también analizaron la expresion de células
satélite tras 9 semanas de un entrenamiento de fuerza y encontraron un modesto
aumento, aunque significativo. Los estudios que observaron la respuesta miogénica
temprana, demostraron que hay un aumento significativo de células satélite tras 24h
de ejercicio (140) y tras 4 y 8 dias de entrenamiento de fuerza (141). La explicacién
para estos resultados se basa en que las células satélite alcanzan su mayor
actividad en las primeras semanas de entrenamiento (139,142), incluso, en los
primeros dias (140,141). Para que ocurra la activacion de las células satélite es
necesario que haya un dafio muscular; en este caso fue producido como
consecuencia a la NMES de alta frecuencia. Una vez ocurre su activacion, un cierto
porcentaje de células satélite regresan al grupo de células inactivas, mientras que
otras pasan por diversos ciclos de proliferacién, y, finalmente se fusionan para
formar nuevas fibras musculares (proceso de diferenciacion celular) (143,144).
Cuando empieza el proceso de proliferacion de las células satélite (ahora
denominadas mioblastos), hay una considerada disminucion de la expresion de la
proteina Pax7 y una vez las células satélite se diferencian dejan de expresarla (144).
Asimismo, Guerra Herndndez menciona que los estimulos recurrentes son los que

incitan el proceso de diferenciacion de las SC (145).

En relacion con el nimero de mionucleos, este estudio no ha encontrado cambios
significativos en el mismo, y se ha encontrado una ligera disminucion de estos. La
principal explicacion para esta ligera disminucion se basa en el tipo de corte
realizado para el analisis de esta variable, corte transversal, donde la mayoria de
los estudios que analizan los mionucleos realizan cortes longitudinales (146-149).
Sin embargo, también existe un extenso debate sobre si es posible que haya
hipertrofia sin que ocurra cambios en el nimero de células satélite y mionucleos
(150). Algunos autores comentan que el dominio mionuclear (nUmero de mionucleos
por FCSA) esta inversamente relacionado con la capacidad oxidativa de las fibras

musculares (146), es decir, las fibras de contraccion rapida presentan menos
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mionucleos por fibra, siendo este tipo de fibra la de mayor prevalencia en este
estudio. Esto ocurre debido a que las fibras glucoliticas requieren una capacidad
transcripcional menor comparada a las oxidativas (151). Asimismo, posiblemente el
crecimiento de la fibra muscular encontrada en este estudio no fue suficiente para

alcanzar el umbral que se requiere para la adicion de mionucleos (152).

Sabiéndose esto, y puesto que el presente estudio analizd la expresion de células
satélite tras 15 sesiones de NMES (5 semanas), se puede especular que la
activacion de las células satélite ocurrié en un periodo antes de la 52 semana, y que
pasado las 15 sesiones algunas células satélites ya se encontraban en proceso de

diferenciacion.
Angiogenesis

En nuestro estudio no se han encontrado cambios significativos en lo que se refiere
a los capilares, aunque, se ha observado un ligero aumento de estos. Posiblemente
esto se debe a que el protocolo utilizado en este estudio fue capaz de producir un
ligero aumento en la perfusién microvascular del tejido musculoesquelético, debido
al aumento de la demanda metabdlica provocada por las contracciones repetidas y
por el aumento de las fibras tipo IIA que presentan mayor capacidad oxidativa que

las demas fibras rapida (82,134).

Estudios anteriores demuestran que la NMES, al producir un aumento en la carga
fisica a través de las contracciones musculares, puede llegar a activar multiples
sistemas, como puede ser el sistema cardiovascular (126,153,154). Asimismo, la
NMES es capaz de producir cambios mecanicos y metabdlicos en el musculo, asi
como, aumentar la actividad nerviosa simpéatica activando el centro vasomotor que
puede resultar en un incremento del gasto cardiaco, constriccion de los vasos

periféricos y elevacion de la presion arterial sistémica (126,155).
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ENSAYO CLINICO: EFECTIVIDAD DE LA CORRIENTE
CONTINUA TRANSCRANEAL SOBRE EL CONTROL DEL
APETITO Y PERDIDA DE PESO.

En este estudio se analizo los efectos a corto plazo de latDCS aplicado en la corteza
frontoparietal dorsal izquierda combinado con una dieta hipocaldrica en mujeres de

mediana edad con sobrepeso / obesidad de clase I.

Se encontrd que la tDCS activo causé mas reduccion del peso corporal durante todo
el estudio que la tDCS simulado/placebo. Este hallazgo se vio reflejado en las
mejoras significativas en las medidas objetivas del rendimiento cognitivo y las
reducciones de nivel de tendencia en las medidas subjetivas de apetito y antojo de
alimentos. También se ha visto que las mejoras en el rendimiento del control
inhibitorio predijeron reducciones en la falta de control sobre la alimentacion en el
grupo activo. En general, este estudio proporciona evidencia de que la tDCS tiene
el potencial de facilitar la pérdida de peso en mujeres de mediana edad, a través de
la mejora de los procesos neurocognitivos relacionados con la regulacion

conductual de la ingesta de alimentos.

Este estudio amplia los resultados de ensayos previos que sugieren que la tDCS
aplicado sobre la corteza frontoparietal dorsal izquierda puede conducir a una
reduccion del peso corporal y la ingesta de alimentos (156,157). Especificamente,
se identifico un efecto beneficioso para la tDCS activo administrado como una
intervencién ambulatoria que tiene similitudes con el uso comun para tratar la
obesidad en la practica clinica. Una diferencia clave con respecto a estudios
anteriores es el perfil de los participantes, que era una muestra muy homogénea de
mujeres de mediana edad, blancas y amables, que reflejaban la demografia
predominante de Alcala de Henares. Se desconoce si estos hallazgos pueden
extrapolarse a otras poblaciones y datos demograficos. Un estudio previo en una
muestra diversa de 23 hombres y mujeres encontro que 15 sesiones de tDCS activo
aplicado al DLPFC izquierdo no afectaron significativamente el peso corporal, pero
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hubo una reduccion en el consumo de hambre y tentempiés bajo saciedad (157).
Ademas, el analisis preliminar de otro ensayo con tDCS en obesidad en mujeres
jovenes sugiere una influencia de la variabilidad genética relacionada con el estado
de dopamina (158). En conjunto, estos hallazgos parecen apuntar a diferentes
perfiles de respuesta a tDCS, con un beneficio potencial para las mujeres de
mediana edad, una observacion que deberia examinarse en detalle en futuros

estudios mas amplios.

Estos hallazgos aportan nuevos conocimientos sobre los mecanismos
neurocognitivos, es decir, subyacentes a los efectos de los tDCS aplicados a corteza
frontoparietal dorsal en la obesidad. Se descubrié que los sujetos que recibieron
tDCS activo tenian una mejor precision de rendimiento en tareas neurocognitivas
gue evaluaban procesos relacionados con corteza frontoparietal dorsal. De acuerdo
con estos datos, dos investigaciones previas que examinaron los efectos agudos de
tDCS en el antojo de alimentos informaron cambios neuroeléctricos indicativos de
un mejor procesamiento de las respuestas inhibitorias en las regiones
frontomediales (159) y la reduccién en la captura de atencion de alimentos
detectada mediante el seguimiento ocular (160). Aqui, por primera vez, se encontro
una asociacién entre las mejoras en el control inhibitorio y la reduccién en las
medidas de antojo de alimentos, lo que indica que tDCS mejoré los circuitos
cerebrales subyacentes relacionados con el control cognitivo del comportamiento
alimentario que se tradujo en una mejor capacidad para resistir la influencia de las
sefales de los alimentos. Sin embargo, los cambios en el control inhibitorio no se
relacionaron con la pérdida de peso, posiblemente debido a la duracién limitada del
estudio y los contribuyentes adicionales al resultado final. A nivel conductual, hay
evidencia de un efecto selectivo de tDCS en el consumo de alimentos sabrosos
(156), comer en ausencia de hambre (157) y ansia de dulce (161,162). En total, esta
evidencia apunta a una imagen emergente de tDCS que afecta predominantemente

al hedodnico, regulacion no homeostatica del comportamiento alimentario.

No obstante, este estudio tiene una serie de limitaciones. Primero, la duracién del

estudio se limit6 a un mes. Por lo tanto, es dificil extrapolar si los cambios
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identificados en el peso corporal persistiran, aumentaran o se estabilizaran con el
tiempo. Un estudio anterior demostré que una semana de tDCS puede causar una
reduccion en el estado de antojo de alimentos que puede durar hasta un mes
después de la estimulacion (163). Sin embargo, actualmente no hay datos que
respalden un efecto duradero sobre el peso. En segundo lugar, no se analizé los
efectos directos sobre el objetivo cerebral. Los estudios futuros deberian integrar la
neuroimagen funcional para comprender mejor la conexion entre el compromiso del
objetivo cerebral, el comportamiento y los efectos clinicos. Esto es particularmente
importante para el caso de la obesidad, ya que el trabajo con un modelo
computacional identifica la grasa subcutanea alrededor de la cabeza como una
influencia potencial, aunque insignificante, en la distribucion de densidad de
corriente tDCS (164). En tercer lugar, no se medi6 la ingesta de alimentos en este
estudio y, por lo tanto, no podemos decir si los resultados pueden indicar diferentes
grados de adherencia a la dieta. Por ultimo, no se rastred objetivamente el
cumplimiento del requisito de mantener constantes los niveles de actividad fisica
durante la intervencion, por lo que es imposible descartar por completo los efectos

de los resultados relacionados con los cambios en la actividad fisica.
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De acuerdo con los resultados obtenidos y a lo tratado en el apartado de discusion,

se han alcanzado las siguientes conclusiones:

1. Nuestro estudio proporciona evidencias que apoyan el uso de la
electroestimulacion como mecanismo para mejorar el rendimiento fisico y

producir cambios a nivel conductual.

2. El protocolo de electroestimulacion neuromuscular sugerido en este estudio se
ha demostrado eficaz para producir hipertrofia y mejorar las propiedades

contractiles del musculo.

3. Las 15 sesiones de electroestimulacion neuromuscular de alta frecuencia fue
capaz de activar la sintesis de proteinas y producir hipertrofia muscular,
resultados verificado a través del aumento del area de seccién trasversal de las
fibras y de la masa muscular, demostrando ser una técnica util para producir

plasticidad neuromuscular.

4. Los resultados demuestran que la electroestimulaciéon neuromuscular aumenta
la actividad neuromuscular y promueve la adaptacién muscular semejante a la
que ocurre con el ejercicio voluntario, visto a través de la tendencia a la
transicion de las isoformas de la cadena pesada de la miosina y del aumento de

células satélite.

5. La estimulacion transcraneal de corriente continua (tDCS), cuando es aplicada
en la corteza frontoparietal dorsal izquierda, es eficaz para reducir la ingesta de
alimentos y facilitar la pérdida de peso aun en la primera semana de

intervencion.

6. Los resultados evidencian que la tDCS puede mejorar la precisibn de
rendimiento en tareas neurocognitivas asociadas a la corteza frontoparietal

dorsal izquierda.
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CONCLUSION

7. La electroestimulacién neuromuscular y la tDCS son técnicas factibles y bien
toleradas y demuestran ser eficaces para producir hipertrofia muscular y para el

tratamiento de la obesidad y sobrepeso, respectivamente, en la practica clinica.
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CUESTIONARIO DE ANSIEDAD POR LA COMIDA FCQ-T

Version Espafiola del Food Craving Questionnaire-Trait (FCQ-T) [1].

Cadigo del participante: Fecha:

INSTRUCCIONES: Hemos escrito una lista de comentarios que la gente ha hecho
acerca de sentimientos, pensamientos, deseos, tentaciones, y antojos relacionados con
la comida y el comer. Por favor, utilizando los nimeros que hay debajo de cada
descripcioén (1 a 6), tache con una “X” el numero de la izquierda indicando la frecuencia
con la que usted se siente asi, 0 hasta qué punto cada comentario describe cémo usted
piensa o se siente en general.

Como para sentirme mejor.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Algunas veces, mi vida parece perfecta cuando como lo que me apetece.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando como lo que deseo me siento mejor.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Comer lo que me apetece mucho me sienta estupendamente.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Comer me alivia.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando como lo que deseo me siento menos deprimido.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

El comer me tranquiliza.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. Assessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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Después de comer no tengo tantas ansiedades.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Sin duda alguna, las ganas de comer me hacen pensar en cO6mo voy a conseguir
lo que quiero comer.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cada vez que deseo comer algo en particular me pongo a hacer planes para
comer

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando se me antoja una comida, normalmente intento comerla tan pronto como
pueda.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando estoy con alguien que esta comiendo me entra hambre.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cada vez que voy a un banquete termino comiendo mas de lo que necesito.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Para mi es dificil resistir la tentacién de tomar comidas apetecibles que estan a
mi alcance.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando estoy con alguien que se pasa comiendo, yo también me paso.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

No hago mas que pensar en la comida.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

A veces me encuentro pensativo preocupado con comida.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Por mucho que lo intento, no puedo parar de pensar en comer.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. Assessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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Gasto demasiado tiempo pensando en lo proximo que voy a comer.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

A veces me doy cuenta de que estoy sofiando despierto y estoy sofiando en
comer.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cada vez que se me antoja una comida sigo pensando en comer hasta que como
lo que se me antojé.

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando tengo muchas ganas de comer algo estoy obsesionado con comer lo
gue deseo

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Se me hace la boca agua cuando pienso en mis comidas favoritas

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Siento deseos intensos de comer cuando mi estdmago esta vacio

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Siento como que mi cuerpo me pidiera ciertas comidas

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Me entra tanta hambre que mi estomago se siente como un pozo sin fondo

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando tengo deseos intensos de comer, una vez que me pongo a comer no
puedo parar de comer

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. Assessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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A veces, cuando como lo que se me antoja, pierdo control y como demasiado

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Si tengo la comida que deseo, no puedo resistir la tentacion de comerla

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

No tengo la fuerza de voluntad de resistir mis deseos de comer las comidas que
se me antojan

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Una vez que me pongo a comer tengo problemas en dejar de comer

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Si me dejo llevar por latentacion de comer pierdo todo mi control

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Siento deseos de comer cuando estoy aburrido(a), enfadado(a), o triste

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

A menudo deseo comer cuando siento emociones fuertes

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando estoy muy estresado me entran deseos fuertes de comer

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Me entran deseos fuertes de comer cuando estoy disgustado(a)

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. Assessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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Detesto no poder resistir la tentacién de comer

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

A menudo me siento culpable cuando deseo ciertas comidas

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

Cuando como algo que deseo con intensidad me siento culpable

(1) Nunca; (2) Raramente; (3) Algunas veces; (4) A menudo; (5) Casi siempre; (6) Siempre

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. Assessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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CUESTIONARIO DE ANSIEDAD POR LA COMIDA FCQ-S

Version Espaiiola del Food Craving Questionnaire-State (FCQ-S) [1].

Cédigo del participante: Fecha:

INSTRUCCIONES: Hemos escrito una lista de comentarios que la gente ha hecho
acerca de sentimientos, pensamientos, deseos, tentaciones y antojos relacionados con
la comida y el comer. Por favor, utilizando los numeros que hay debajo de cada
descripcién (1 a 5), tache con una “X" el numero de la izquierda indicando hasta qué
punto usted esta de acuerdo si se siente asi ahora mismo. Por favor tenga en cuenta
que algunas preguntas se refieren a una o varias comidas en particular (comidas que le
apetecerian ahora), mientras que otras se refieren a comidas que le apetecen en
general.

Ahora mismo, tengo un deseo intenso de comer una o varias comidas en
particular.

(1) Absolutamente nada de acuerdo

(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Ahora mismo tengo un antojo por una o varias comidas en particular.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Ahora mismo me urge comer una o varias comidas en particular.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Si pudiera comer una o varias comidas en particular me sentiria perfectamente.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. 4ssessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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Estoy seguro(a) de que si comiera lo que deseo, mi humor
mejoraria.

(1) Absolutamente nada de acuerdo

(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Comer una o varias comidas en particular me haria sentir maravillosamente.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Si comiera algo no me sentiria tan débil y aletargado(a).

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Me sentiria menos antipatico(a) e irritable si pudiera satisfacer mis deseos de
comer.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Me sentiria mas alerta si pudiera satisfacer mis deseos de comer.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Si tomara una o varias comidas en particular no podria parar de comerlas.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. Assessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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Mi deseo de comer una o varias comidas en particular puede mas que yo.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Ahora mismo, sé que voy a seguir pensando en lo que me apetece hasta que lo
consiga.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Tengo hambre.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Si pudiera comer algo ahora mismo, mi estdmago no se sentiria tan vacio.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

Me siento débil por no comer.

(1) Absolutamente nada de acuerdo
(2) Casi nada de acuerdo

(3) Neutral

(4) Un poco de acuerdo

(5) Muy de acuerdo

[1] Moreno S, et al. Clinical validation of the trait and state versions of the Food Craving
Questionnaire. Assessment 2008 Sep;15(3):375-87. doi: 10.1177/1073191107312651.
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CUESTIONARIO TFEQ — HABITOS DE ALIMENTACION

CUESTIONARIO DE CONDUCTA ALIMENTARIA TFEQ-SP-R18
Version Espafiola del The Three Factor Eating Questionnaire (TFEQ-SP-R18) [1].

Cadigo del participante: Fecha:

INSTRUCCIONES: por favor, responde a cada una de las siguientes preguntas
macando una “X” en la respuesta que se adapte mejor a tu caso para cada una de las
frases.

1) Cuando huelo una comida deliciosa me resulta muy dificil no probarla,
incluso si acabo de terminar mi comida.

1 Completamente cierto
1 Cierto en general

1 Falso en general

1 Completamente falso

2) Deliberadamente tomo pequefias cantidades de comida como medio
para controlar mi peso.
1 Completamente cierto
1 Cierto en general
1 Falso en general
1 Completamente falso

3) Cuando me siento ansioso/a (nervioso/a) sin darme cuenta me
encuentro comiendo.
1 Completamente cierto
[J Cierto en general
1 Falso en general
1 Completamente falso

4) A veces cuando empiezo a comer parece que no puedo parar.
L] Completamente cierto

(1 Cierto en general
1 Falso en general
1 Completamente falso

[1] Jauregui-Lobera I, et al. Psychometric Properties of Spanish Version of the Three-Factor
Eating Questionnaire-R18 (Tfeg-Sp) and Its Relationship with Some Eating- and Body Image-
Related Variables. Nutrients 2014, 6, 5619-5635; doi:10.3390/nu6125619.
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5)

6)

7

8)

9)

Estar con alguien mientras come me hace sentir hambre como para
ponerme a comer también.

[J Completamente cierto
(1 Cierto en general

L] Falso en general

1 Completamente falso

Cuando me siento mal [depresivo(a), infeliz] suelo comer demasiado.
[J Completamente cierto

(1 Cierto en general
[J Falso en general
[ Completamente falso

Cuando veo algo muy exquisito me entra tanta hambre que tengo que
comerlo en ese mismo momento.

] Completamente cierto
[ Cierto en general

1 Falso en general

L] Completamente falso

Me siento tan hambriento/a que mi estbmago a menudo parece un pozo
sin fondo.

[J Completamente cierto
1 Cierto en general

1 Falso en general

] Completamente falso

Siempre tengo hambre, de modo que para mi es dificil parar de comer
hasta que acabo la comida del plato.

] Completamente cierto
(1 Cierto en general

(1 Falso en general

[ Completamente falso

10) Cuando me siento solo/a me consuelo comiendo.

1 Completamente cierto
[ Cierto en general

[J Falso en general

[J Completamente falso
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11) Me controlo conscientemente en las comidas para no ganar peso.
[J Completamente cierto
(1 Cierto en general
(1 Falso en general
1 Completamente falso

12) No suelo comer algunos alimentos porgue me hacen engordar.
[ Completamente cierto
L] Cierto en general
(] Falso en general
] Completamente falso

13) Siempre siento tanta hambre como para poder comer en cualquier
momento.

[ Completamente cierto
(1 Cierto en general

(1 Falso en general

1 Completamente falso

14) ¢ Con qué frecuencia te sientes hambriento/a?
[] Solamente a la hora de comer
L1 A veces entre comidas
1 A menudo entre comidas
(] Casi siempre

15) ¢ Con qué frecuencia evitas almacenar alimentos muy tentadores o
apetecibles?

[ Casi nunca

1 Alguna vez

[J Con frecuencia
(] Casi siempre

16) ¢ Con qué probabilidad comes conscientemente menos de lo que
quieres?
(1 Improbable
(1 Ligeramente probable
[J Moderadamente probable
(] Altamente probable
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17) ContinGlas comiendo excesivamente aunque no tengas hambre?
1 Nunca
[1 Raravez
1 A veces
1 Al menos una vez a la semana

18)En una escalade 1 a 8, donde 1 significa no restringir laingestay 8
significa restriccion total, ¢con qué namero te valorarias a ti mismo/a?

Escribe aqui el nimero

Firma del investigador
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