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Microfotografia de la portada: Imagen de inmunofluorescencia de una arborizacion nerviosa intramuscular
(verde) realizando contacto sinaptico con las fibras musculares (rojo).
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Los puntos gatillo miofasciales (PGM) estan causados por un conjunto de sintomas
sensibles, motores y autondmicos, y constituyen el sindrome de dolor muscular
miofascial (SDM). Aunque no hay evidencias, se ha propuesto el estrés como
generador y perpetuador del SDM. La teoria fisiopatolégica mas aceptada propone

que los PGM involucran un incremento de ACh en los masculos afectados.

Objetivo: El objetivo de este estudio ha sido evaluar la relacion entre el estrés y la

generacion de PGM.

Métodos: Se analizaron 5 factores estresantes agudos (inmovilizacion, natacion
forzada, privacién de comida y agua, aislamiento social y ultrasonidos) en ratones
macho de 4-6 semanas de edad. Posteriormente, estos tipos de estrés fueron
combinados para generar un modelo de estrés cronico. El estudio de la liberacion de
ACh se evalu6 antes y después de la aplicacion del estrés mediante: registro
intracelular de neurotransmision espontanea (mEPPS) y registro electromiografico de
ruido de placa. Para el estudio morfoldgico, se realiz6 la técnica PAS-Alcian con el fin
de ver PGM.

Resultados: En cada uno de los factores estresantes se obtuvo un incremento en la
frecuencia de los mEPPs y en las areas con ruido de placa inmediatamente después al
tratamiento que se mantuvo elevado hasta los 5 dias siguientes y se normaliz6 a la
semana. Con el estrés crénico, se obtuvo un incremento mucho mayor que se
mantuvo durante 15 dias. Sin embargo, la técnica de PAS-Alcian no mostré PGM en

ninguno de los periodos post-tratamiento estudiados.

Conclusion: El estrés, tanto en su forma aguda como crénica, es insuficiente para
generar PGM actuando como factor aislado, aunque induce algunos de sus signos
caracteristicos electrofisioldgicos y electromiograficos, convirtiéndose en un elemento

relevante en la generacion, perpetuacion y/o cronificacién del SDM.
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1.- INTRODUCCION
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1.1.- ESTRES PSICOLOGICO.

El estrés es uno de los denominadores comunes en la mayor parte de
patologias cronicas de la sociedad occidental actual. Presente en gran parte de los
comportamientos sociales, es una respuesta fisiolégica que sirve como mecanismo
mediador entre cualquier estresor (que se entiende como condiciébn de peligro
percibido que amenaza la supervivencia del individuo) y su efecto en el organismo. La
capacidad del organismo de responder ante una situacion de estrés constituye uno de
los mecanismos mas bésicos existentes en los mamiferos. La respuesta al estrés
involucra a todo un sistema muy complejo, evolucionado y extremadamente eficiente y
coordinado, modulado gracias a la precisa actuacion de varios niveles del sistema
nervioso central (SNC) (Sapolsky y Meaney, 1986; Joéls y Baram, 2009). La premisa
para que esto ocurra es, légicamente, la percepcion de un estimulo estresante, y que
esta situacion se perciba como amenazante para el organismo. Es el cerebro, en un
primer momento, el encargado de reclutar la funcibn de un conjunto de distintos
circuitos neuronales, con el objetivo de mantener en todo momento la integridad
fisiologica, incluso en las condiciones mas adversas posibles (Ulrich-Lay y Herman,
2009). De todas formas, no todos los estresores se procesan mediante la participacion
de las mismas redes neuronales. En funcion de si el estresor es psicolégico o fisico, se
producira una actividad celular distinta, y seran procesados de forma diferenciada por
el cerebro, aunque estad actividad en algunas ocasiones se puede superponer.
Aquellos estimulos que producen alteraciones reales en el estado fisiolégico del
organismo, como puede ser, por ejemplo, una herida, se consideran estresores fisicos.
Mientras que, aquellos otros que amenazan el estado actual del individuo, y se
perciben en forma de condicién anticipatoria al peligro, como, por ejemplo, la deteccion
de sefiales relacionadas con un depredador, constituyen al estrés psicol6gico (Dayas y
cols., 2001). El estrés emocional o psicolégico es una forma de estrés provocado por
un procesamiento negativo de la experiencia mental y se ha valorado siempre como
uno de los grandes precursores en la alteracion de las funciones fisioldgicas normales
y generador de multiples enfermedades y patologias neuropsiquiatricas. Aunque, por
su naturaleza, aquellos factores estresantes que sean predominantemente fisicos
tienen mas probabilidades de desembocar en forma de respuestas de estrés
autébnomas, los factores estresantes psicoldgicos terminan provocando respuestas de
estrés tanto fisicas como cognitivas (Skoluda y cols., 2015).

Hay una escasa evidencia entre la relacion de los factores psicosociales y las
enfermedades musculoesqueléticas. Probablemente, debido a la fuerte correlacion

entre estos factores psicosociales y la carga fisica, y también a las dificultades que
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existen para medir las diferentes variables presentes en este tipo de condicion. De
todas formas, los sintomas del estrés muy a menudo se asocian con disfunciones
musculares y, por lo tanto, existe una contribucion en el desarrollo fisiopatologico
(Bongers y cols., 1993).

La susceptibilidad al estrés emocional se considera cominmente como un
rasgo humano especifico que es dificil de modelar en otras especies. Reconociendo
que el estrés emocional es una construccion multidimensional, también presente en
roedores, es necesaria una combinacion de medidas bioquimicas, clinicas y de
comportamiento para su correcta deteccién (Ramos y Mormede, 1998).

De todas formas, hasta el momento, los modelos animales para estudiar
debidamente el estrés psicolégico se han visto afectados por las limitaciones
inherentes a la condicion animal (Kala y cols., 2016). De hecho, esta probado que el
estrés psicofisico, tiene mucha mas repercusion en el comportamiento del dolor que el
uso de un estresor psicol6gico puro (La Porta y Tappe-Theodor, 2020) y seguramente
tenga un papel mucho mas relevante también en la involucracion del estrés respecto a
la generacién y/o mantenimiento de los puntos gatillo miofasciales (PGM).

Los factores estresantes se pueden agrupar en 3 categorias basicas:
estresores psicolégicos que pueden estar basados en una respuesta aprendida en
base a la amenaza de una condicibn adversa, como por ejemplo la ansiedad
(Arborelius y cols, 1999); factores de estrés que implican un estimulo fisico con un
fuerte componente psicoldgico asociado, tales como la inmovilizacién (Barnum y cols.,
2007); y agentes estresores que amenazan la homeostasis (como el sangrado, el
ejercicio, o la exposicion al calor; Heruti y cols., 2018).

El estrés, independientemente de las causas que lo precedan, puede

presentarse en dos formas: aguda o crénica (Niddam y cols., 2008).

1.2.- ESTRES PSICOLOGICO CRONICO.

Una caracteristica comun de la mayoria de las patologias cronicas mas
prevalentes es la posible interaccion de mdltiples factores, genéticos y no genéticos,
gue, con el tiempo, acaban traduciéndose en la manifestacion de los signos y
sintomas de la propia patologia. Aunque hoy en dia, gracias a la epidemiologia es
posible detectar e identificar especificamente la mayoria de estos factores de riesgo
que pueden contribuir en la aparicion, duracion y gravedad patolégica, es
practicamente imposible predecir cual es la combinacion de factores de riesgo que

terminara comportando la manifestacion final. De todas formas, si que se sabe la
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relevancia de la exposicion cronica a situaciones estresantes como factor de riesgo
ambiental de patologia, y se empieza a investigar su compleja interaccion en la
participacion de las patologias.

Las especies animales mas utilizadas para la investigacion del estrés cronico
son los roedores y los primates. Estos Ultimos se utilizan para modelar patologias
especificas relacionadas con un desarrollo cerebral superior (como es el caso de la
depresién). Los primates tienen la gran ventaja evidente por su estrecha relacion con
la especie humana, incluyendo similitudes por lo que se refiere a la dominancia del
comportamiento y en el uso de estresores sociales muy parecidos. De todas formas, el
principal inconveniente de estudiar con este tipo de animales sigue siendo la poca
disponibilidad de animales de prueba, basicamente por los elevados costes de
mantenimiento y por los problemas éticos que generan. Para poder evitar estas
limitaciones, el uso de roedores se ha convertido en la alternativa mas aceptada para
estudiar los mecanismos fisiopatologicos del estrés crénico (Schmidt y cols., 2008).

Normalmente, los modelos de estrés cronico se utilizan para el analisis de los
efectos patolégicos del propio estrés crénico como factor de riesgo, muy a menudo en
el contexto relacionado con el desarrollo de trastornos y enfermedades afectivas
conocidas como la depresion (Willner, 1997), o la ansiedad (Arborelius y cols., 1999).
La mayoria de estas aproximaciones experimentales se realizan mediante la
aplicacion de diferentes agentes estresores y se evaluan cambios conductuales que
puedan servir como criterios para entender el origen de este estrés. Pero hasta el
momento no existe en la bibliografia ningln disefio especifico para poder estudiar
analiticamente posibles cambios que se puedan desarrollar a nivel neuromuscular y
que podrian tener una relacion con la generacién del dolor muscular. En cambio, si
esta ampliamente documentado que la aplicacion de nuevos estimulos en roedores
produce un patron de reacciones defensivas comparables a las inducidas por
situaciones amenazantes o que pueden provocar ansiedad (Russell, 1973; Blanchard
y cols., 1974). De hecho, los entornos desconocidos son capaces de provocar distintos
tipos de cambios conductuales y fisioldgicos en los animales como, por ejemplo,
inhibicion de las secuencias conductuales, o signos de reacciones emocionales fuertes
como aumento de la frecuencia cardiaca, erizamiento de la piel, micciéon y/o
defecacién, o niveles altos de corticoesteroides en plasma (Archer, 1973). De todas
formas, se ha demostrado que estos cambios y estas respuestas no son inducidas por
la novedad aisladamente, sino por el hecho de que los animales tengan que
enfrentarse artificialmente a nuevos estimulos, y se les impide mostrar respuestas
neofdbicas normales (Misslin y Cigrang, 1986). Este dato lleva a pensar que, si se

puede generar una secuencia de factores estresores agudos, debidamente
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predispuestos, de manera que limiten la capacidad de adaptacion y habituacion por
parte del animal, se puede terminar convirtiendo en un modelo de estrés crénico lo
suficientemente especifico para poder evaluar, en las condiciones adecuadas,

cambios en la actividad muscular presente.

1.3.- SINDROME DE DOLOR MIOFASCIAL Y PUNTOS GATILLO MIOFASCIALES.

El sindrome de dolor miofascial constituye una de las causas de dolor muscular
mas habituales. El concepto se encuentra incorporado en el “Medical Subject
Headings” (MeSH) y esta considerado como un patrén de dolor muscular que puede
encontrarse en numerosas regiones del cuerpo. Su cuadro clinico se asocia a bandas
tensas el musculo afectado que contienen puntos claramente palpables y sensibles a
la presion conocidos como puntos gatillo miofasciales (PGM) (Simons y cols., 2002a).
Estos puntos son ndodulos hiperirritables, dolorosos a la compresion y, cuando son
convenientemente estimulados, pueden evocar dolor referido y ser responsables de
generar una serie de disfunciones motoras (acortamiento, debilidad, fatigabilidad o
descoordinacién), sensitivas (variaciones del umbral a la presion, disestesias,
parestesias o0 alodinias) o autonOmicas (respuestas vasovagales, sudoracion o
mareos, entre otros; Simons, 2004). Su mecanosensibilidad, unido a su capacidad de
producir dolor referido, constituyen al PGM como una fuente persistente de aferencias
nociceptivas que lo proponen como un posible foco de sensibilizacion, tanto periférica
como central (Dommerholt, 2011). A nivel histolégico, en el miocito se presentan en
forma de nodo de contraccién localmente a la zona proxima a un contacto sinaptico,
constituyendo el que se denomina como “sitio activo” (loci activo).

Existen varios estudios que han tratado de visualizar y cuantificar los datos de
los PGM utilizando tecnologia avanzada. Por ejemplo, con electromiografia. El primer
estudio electromiografico lo encontramos en Weeks y Travell (1957) que describieron
cambios en la actividad espontanea en un trapecio respecto a otras zonas adyacentes
del mismo musculo. Mas adelante, Hubbard y Berkoff (1993) identificaron, en la zona
caracteristica de un PGM, dos tipos de potenciales eléctricos diferentes, e
independientes entre si. Unos de baja amplitud (10 pV — 80 uV), normales, y otros de
alta amplitud (100 pVv - 600 uV), a los que atribuyeron como caracteristica de los
propios PGM. Estas conclusiones se perfeccionaron mediante registros mas precisos
(Brown y Varkey, 1981), con una amplificacion y velocidad de barrido mucho mayor
que la usada por sus predecesores, y determinaron que existian dos componentes a

tener en cuenta dentro de la actividad eléctrica (Gerwin, 1994). Por un lado, unos
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potenciales de espiga intermitentes de alta amplitud y sin patrén especifico. Por otro
lado, un ruido de placa de baja amplitud (alrededor de 60 WV) persistentemente
durante la todo el registro en el sitio activo del musculo, y al que denominaron
actividad eléctrica espontanea (AEE). Definieron el sitio activo (loci activo) como area
bien delimitada de acumulacion de placas motoras disfuncionales. Existen varios
estudios que indican que el ruido de placa procede de una placa motora
funcionalmente alterada (Liley, 1956; Ito y cols., 1974; Ertekin y cols., 1996). De todas
formas, gran parte de la neurofisiologia reconoce esta actividad como potenciales
normales de placa motora. Por ejemplo, Kimura, en su libro sobre electrodiagnéstico
(Kimura, 1989), y basandose en estudios realizado previamente (Wiederholt, 1968)
apoya esta idea. Este punto de vista también estd4 respaldado por otros autores
(Durette y cols., 1991). En conjunto, estas interpretaciones siguen siendo un tema de
debate actualmente.

La AEE en forma de ruido de placa no es la Unica forma de actividad eléctrica,
existen ademas las espigas. Estas se originan en el sitio activo y constituyen
potenciales de acciébn de la célula muscular inervada por su placa motora
correspondiente. Este hecho se encuentra corroborado por la mayoria de los estudios
neurofisiologicos (Kimura, 1989). Este tipo de actividad eléctrica se asocia a los
potenciales de placa evocados (end plate potentials, EPPs) espontaneos. Los EPPs
aparecen por la sumacion de varios potenciales de placa espontaneos en miniatura
(miniature end plate potentials, mMEPPs) hasta desencadenar el potencial de accion
(Buchthal y Rosenfalck, 1966). Electromiograficamente se registran como espigas
bifasicas de un tamafio bastante mas elevado que el ruido de placa (a menudo con un
voltaje 10 veces superior). Una de las explicaciones mas simples sobre su aparicion es
la de un potencial axonal activado por la irritacion causada por la propia insercion con
el electrodo de aguja utilizado (Dumitru,1995). También se propone el hecho que la
irritacion mecénica del terminal nervioso pueda terminar generando un efecto
acumulativo importante, a partir del aumento de la frecuencia de los mEPPs hasta el
punto de originar EPPs y registrarlos en forma de espiga. Sin embargo, no existen
actualmente datos que confirmen estas irritaciones mecanicas. Al contrario, es sabido
gue la irritacion mecéanica de una rama del nervio motor producida por el electrodo de
aguja puede causar lesiones y potenciales de actividad espontanea, pero raramente
estos aparecen de forma ritmica y sostenida (Wall y cols., 1974). Ademas, el patron
producido en este caso lesional esta claramente descrito (Macefield, 1998) como de
denervacion y no corresponde al formato de los registros electromiogréaficos obtenidos
en un sitio activo del musculo. De hecho, existen algunos autores (Partanen y cols.,

2010) que indican que el SDM podria representar la activacion de un arco de reflejo
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espinal, y que, en esta situacién, las espigas tendrian un papel fundamental, ya que
corresponderian a los potenciales de accion derivados de este reflejo. Incluso se
baraja la posibilidad que estas espigas sean potenciales de accion obtenidos de las
fibras musculares intrafusales (Partanen y cols., 2010). De todas formas, hasta el
momento no se ha podido corroborar completamente ninguna de estas teorias.

El ruido de placa forma parte de la terminologia usada habitualmente en el
campo de la neurologia pese que no se ha definido como signo clinico especifico para
determinar el estado de la salud neuromuscular. De todas formas, existen estudios
como el de Maselli (1997) que confirman que el andlisis de las alteraciones detectadas
en este ruido de placa terminal puede suponer una forma particularmente util para
identificar sindromes congénitos miasténicos que presentan una funcion alterada de la
acetilcolinesterasa. Paralelamente, existen estudios que evaluaron los cambios
ocurridos en la unidon neuromuscular posteriormente a la inyeccion de neurotoxina
botulinica tipo A, y que provocaron la desaparicion del ruido de placa (Van Putten y
cols., 2002). Este tipo de datos descritos sugieren, de forma convincente, que el ruido
de placa aparece a causa de la neurotransmision espontanea muscular.

La electromiografia no ha sido el Unico procedimiento de diagndstico utilizada,
en la bibliografia se pueden encontrar otras investigaciones mediante electrofisiologia
(Margalef y cols., 2019), resonancia magnética, elastografia, sonoelastografia o
ecografia Doppler (Ballyns y cols., 2011; Turo y cols., 2013). Otros estudios exploran la
viabilidad de usar estas técnicas para identificar y cuantificar la naturaleza de las
bandas tensas miofasciales, y aunque la muestra es limitada, los hallazgos obtenidos
sugieren que se pueden llegar a medir las asimetrias presentes en el tono muscular
(Chen y cols., 2007). Con todo, estos elementos permiten evaluar el efecto del
tratamiento aplicado en un PGM e intentan aproximar un diagnostico cuantitativo del
SDM, acercando asi un poco mas la ciencia con la intervencion clinica de este
sindrome tan peculiar.

La elevada incidencia clinica de los PGM en humanos ha sido motivo de
estudio desde hace afios (Sola y cols., 1955; Skootsky y cols., 1989; Lucas y cols.,
2010); de todas formas, aunque muchos estudios se centran en demostrar la
prevalencia de los sintomas y los signos que rodean a este sindrome, hay muy poca
evidencia que se focalice con los mecanismos, con sus bases neurofisioldgicas y con
los detonantes que pueden activarlos. Durante los dltimos afios, han surgido varias
posibilidades fisiopatoldgicas alrededor del PGM y del SDM en general. Desde la
participacion de los husos musculares (Hubbard y Berkoff, 1993; Ge y cols., 2006),
aumento de la actividad simpética (Shah y cols., 2008; Ribot-Ciscar y cols., 2000),

considerarlo como una patologia central (Arendt-Nielsen y cols., 2008; Mense y
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Gerwin, 2010), ya sea por la sensibilizaciébn central como causa o como factor
perpetuador, y basandose en su relacién con el aumento del tono muscular (Falla y
Farina, 2008), o un posible origen radiculopético, en el que se postularia la causa
neuroldgica primaria y a los PGM como fendmenos secundarios (Quintner y Cohen,
1994; Gunn, 1997). Todas estas posibilidades se sustentan por estudios con un bajo
rigor cientifico. Hasta la actualidad, la hip6tesis mas aceptada que describe la
fisiopatologia de los PGM es la propuesta por Simons el afio 1995, conocida como
hipétesis integrada (Simons, 1995; Gerwin y cols., 2004). En ella, el principal
involucrado es la liberacibn andmalamente elevada de acetilcolina (ACh) en varias
sinapsis neuromusculares vecinas. Eso provoca su acumulacion en las hendiduras
sinapticas y, a través de una cascada de eventos, termina originando el nodo de
contraccidon subsinptico en el miocito (Gerwin y cols., 2004). El conjunto de estos
nodos de contraccién serian los que se palparian como PGM. El primer intento de
imagen de un nodo de contracciéon subsinaptico fue obtenido por Simons y Stolov
(1976), en musculo gracillis de perro y aunque fue un hallazgo pionero, la imagen de
microscopia 6ptica era de muy baja resolucion e insuficiente para poder realizar una
correcta descripcion de esta estructura. Aunque esto ha evolucionado, y actualmente
encontramos publicaciones potentes con las que se han obtenido imagenes
compatibles con lo que pueden ser agrupaciones de PGM, todavia no es posible poder
visualizar nodos de contraccién subsinpticos de forma individualizada en humanos
(Ballyns y cols., 2011; Turo y cols., 2013).

Si analizamos las imagenes de microscopia electrénica de los nodos de
contraccion que se obtienen con neostigmina a dosis terapéuticas (Hudson y cols.,
1978; Duxson y Vrbova, 1985), se observa la presencia de un espacio de varias
decenas de ym a ambos lados de las fibras musculares, y dentro de este, la presencia
evidente de fibroblastos (ver Figura 11). Si tenemos en cuenta las dimensiones de una
fibora muscular, el aumento de diametro de aquellas que presenten nodos de
contraccion no puede ser palpable, por muy acumuladas que se encuentren entre
ellas. El conjunto de estas observaciones genera la sospecha de que los PGM puedan
ser areas ricas en glicosaminoglicanos (GAGS). Los fibroblastos, estimulados en parte
por el decreciente estado del pH descrito en la crisis energética que se define en la
sintesis de la hipdtesis integrada (Gerwin y cols., 2004), y en parte también por la
presencia de las sustancias descitas por Shah y colaboradores (2005 y 2008),
empezarian a sintetizar GAGs, que terminarian por acumularse alrededor del sitio
activo, y justificarian la presencia de este espacio virtual en las imagenes. Hay que
tener en cuenta que estos GAGs son componentes altamente hidroscoépicos, y por lo

tanto pueden absorber facilmente estas sustancias nociceptivas y proinflamatorias
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presentes alrededor de la fibra. Desde la vertiente clinica, esto podria explicar que
cuando se aplica la técnica de compresion isquémica en un PGM se reducen
automaticamente los sintomas dolorosos de los pacientes (Hains y cols., 2010). Esta
presion exprimiria el contenido de sustancias nociceptivas de los GAGs, disminuyendo
su volumen y disminuyendo asi el dolor. Por otro lado, también probaria la tendencia a
recidivas que presentan las actuaciones conservadoras en el tratamiento del SDM, ya
que, al rehidratarse el area de GAGs, se repetiria el proceso. La lesion inducida por la
utilizacion de la técnica de puncion seca, y la reaccion inflamatoria que se genera,
(Domingo y cols., 2013), seria una de las causas de la extrusion del contenido de los
GAGs y podria suponer una de las explicaciones de la efectividad clinica de esta

forma de tratamiento.

Figura l. 1. Microfotografia de microscopia electronica de un nodo de contraccion secundario a la aplicacion de
neostigimina. La contraccion localizada resulté en una extrusion parcial de los componentes de la unién
neuromuscular del contorno normal de la fibra. Hay un acortamiento sarcomérico en la zona subsinaptica, al mismo
tiempo que la presencia de un espacio considerable a ambos lados, que justificaria la presencia de GAGs adyacentes,
en parte, por los fibroblastos presentes en la zona. Fuente: Imagen de Hudson y colaboradores (1978).

Otra de las cuestiones sometidas a debate es la existencia de una banda tensa
dentro de los musculos con PGM. Se ha postulado que los sarcémeros contraidos de
los nodos de contraccién son los responsables de esto. Como se ha comentado
anteriormente, las imagenes clasicamente publicadas de posibles nodos de
contraccidén presentaban una resolucion excesivamente baja para poder determinar si
existe una zona sarcomerica contracturada (Simons y Stolov, 1976). Recientemente,

Gerwin y colaboradores (2020) realizaron un estudio evaluando biopsias musculares
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humanas con la finalidad de encontrar alteraciones en el diametro de sus sarcomeros
correspondientes. Aungue con resultados preliminares, encontraron varias series de
sarcomeros contraidos segmentariamente. Sin embargo, la interpretacion de este
hallazgo no descarta la posibilidad que los cambios estructurales en el miocito no
estén relacionados con la aparicién de PGM, y, por lo tanto, sera importante corroborar
estos descubrimientos en futuras investigaciones que, por ejemplo, impliquen
directamente tejido que presente pruebas electromiograficas de alteracion miofascial,
siguiendo la misma linea de investigacion de los resultados obtenidos en nuestros
trabajos previos (Margalef y cols., 2019). Las imagenes obtenidas posteriores a la
inyeccion subcutanea de neostigmina (NTG), a nivel de microscopia Optica
presentaban cambios evidentes en el acortamiento de los sarcomeros, asociado a un

engrosamiento de la fibra muscular en forma de nodo de contraccion (ver Figura 1.2).

Figura I. 2. Microfotografia de un PGM visualizado con PAS-Alcian. Imagen obtenida 30 minutos después de la
administracién de neostigmina subcutanea. Detalle de un nodo de contraccion. Se identifica un engrosamiento de la
fibra muscular, los sarcoémeros estan mucho mas prietos y se identifica claramente un axén que lo inerva. La coloracion
rosada indica la existencia de GAGs neutros y la coloracién azulada indica la presencia de GAGs acidos. Ampliacion
inicial 400X. Fuente: Imagen de Margalef y colaboradores (2019).

1.4.- ACTIVIDAD NEUROMUSCULAR Y DOLOR MUSCULAR.

1.4.1.- Conceptos basicos de la actividad neuromuscular.

La neurotransmision evocada se origina con la llegada del potencial de accion al axén

unido a un miocito mediante su sinapsis correspondiente. En este momento, se
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produce la liberacion de cientos de vesiculas sinapticas. Cada 2 moléculas de ACh
activan un receptor (AChR) dispuestos concentradamente bajo el axon. Los AChR son
canales i6nicos de Na* y, cuando se activan, posibilitan la entrada de este i6n dentro
del citoplasma celular, elevando el potencial de membrana del miocito a valores de
disparo y originar asi el potencial de accién en la fibra muscular e incluso una
contraccion (Sanes y Lichtman, 1999). Este movimiento iénico local de la membrana
se conoce como “end plate potential” o EPP, y es el componente principal del primer
tipo de neurotransmision detallada, conocido como “neurotransmision cuantica
evocada”. En la Figura 1.3 se muestra un registro ejemplo de EPP. El registro del EPP
consiste en una linea de base que presenta un pico parabdlico, muy parecido a una
ola, que sube abruptamente hasta un maximo y baja més lentamente hasta la linea de
base inicial. Todo este proceso es el reflejo del intercambio idnico postsinaptico
desencadenado por la unién de las moléculas de ACh con sus receptores (Santafé y
cols., 2000; Santafé y cols., 2002).

Figura I. 3. Esquema de un EPP (end plate potential). Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de Histologia y
Neurobiologia de la URV.

Pero no todo el tipo de neurotransmisiones son evocadas, estan descritos otros dos
tipos de neurotransmision muy importantes para el desarrollo y funcionamiento
muscular. Por un lado, la neurotransmision espontanea que se detalla en el apartado
siguiente y, por otro lado, la neurotransmision subcuantica. Esta ultima es la mas
desconocida, y seguramente menos participativa de las tres. Durante su ejecucién, no
se libera ninguna vesicula sinaptica, por lo tanto, no se trata de una neurotransmision
puramente cuantica. Lo que sucede, es que, de forma continuada, se van perdiendo

grandes volumenes de ACh. Al ser continuada, nunca se llegaria a generar ningun
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potencial (Santafé y cols., 2000). Se ha hipotetizado que este formato subcuantico de
liberacion del neurotransmisor en uniones neuromusculares permite un mayor control
tdénico en la propia neurotransmision, y de esta forma, la liberacion de ACh siempre

tiene un porcentaje de autocontrol (Magleby y Miller, 1981; Carlson y Kriebel, 1985).

1.4.2.- Neurotransmisién espontanea.

El registro de la neurotransmisién espontanea corresponde a la morfologia de los
EPPs, pero en miniatura. Estos episodios aparecen de forma estocastica, a una
frecuencia de 40-60 eventos por minuto. Esta forma de transmision esta descrita como
aquella en la que, en condiciones normales, y de manera regular, se liberan vesiculas
singpticas sin ningun estimulo eléctrico intermediario ni provocado, y no produce el
potencial de accion, ni, por lo tanto, puede haber contraccion de la fibra muscular
(Santafé y cols., 2000; Santafé y cols., 2002). La generacion de los mEPPs incluye los
mismos mecanismos que participan en la neurotransmision evocada (Liley, 1954). Se
le atribuye una funcion relacionada con el trofismo muscular, especialmente en

situaciones de inactividad muscular.

1.4.3.- Actividad neuromuscular y su relacién con el dolor muscular.

En 1975 aparecieron los primeros estudios que describen cambios
significativos en la actividad eléctrica del musculo doloroso (Cobb y cols., 1975).
Anteriormente, Travel y colaboradores (1942), habian generado un modelo tedrico en
el que se involucraba una relacibn mutuamente reforzada entre el dolor crénico y la
hiperactividad muscular. Segun este estudio, la transformacion de una condicion
aguda a croénica se explicaba por una disfuncion muscular causante de dolor, y este
propio dolor retroalimentaba a la disfunciébn. Esta pauta, aunque ampliada
posteriormente, ha estado durante muchos afios aceptada (Blasberg y Chalmers,
1989; Parker, 1990), incluyendo el concepto de que la propia hiperactividad muscular
podria deberse a anormalidades estructurales (Moss, 1988) sea por fatiga (Jones y
cols., 1987), alteraciones en la posicion y en el movimiento, o por factores estresantes
u otras alteraciones psicoldgicas asociadas (Green y cols., 1982; Laskin y Block, 1986;
Yunus, 1988), entre otros. Aunque muchos estudios respaldan esta hipétesis ademas
que en los primeros registros electromiogréaficos se obtenia una actividad muscular
anormal en musculos dolorosos, hay también discrepancia, sobre todo por lo que se

refiere a la actividad durante la funcibn muscular. Hay estudios en los que no
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encontraron cambios suficientes como para relacionar la hiperactividad como una
causalidad o perpetuacion del dolor muscular (Lund, 1991). De todas formas, la
limitacién en esta relacién realmente se encuontra en aquellos estudios en los que se
evalla a pacientes con dolor muscular crénico. La falta de evidencia convincente para
apoyar a la hiperactividad como factor etiolégico en esta forma de dolor, se ha
evidenciado repetidamente (ver, por ejemplo, Chapman, 1986; Ahern y cols., 1988;
Graven-Nielsen y cols., 1997). Existen estudios que concluyen que estos cambios
neuromusculares que se describen en varias condiciones de dolor crénico son
adaptaciones protectivas que pueden justificarse por la accién del propio dolor en las
interneuronas segmentarias (Lund, 1991). Sin embargo, esto no implica que el
rendimiento motor muscular no se vea afectado durante un proceso doloroso. Al
contrario, es probable que la combinacién entre un componente psicogénico con una
serie de defectos metabdlicos especificos, actualmente sin identificar, puedan ser
causas de mialgia en este tipo de dolor (Mills y Edwards, 1983).

La relacidon entre dolor muscular y la actividad electromiografica en reposo
todavia hoy sigue siendo un tema de debate. La electromiografia permite valorar la
denominada actividad espontanea del musculo. Mediante el andlisis de la
neurotransmision evocada, que es la responsable de la contraccion del miocito no se
encuentran cambios que justifiquen su relacion con el dolor muscular (Intrieri y cols.,
1994). En cambio, cuando se considera a la actividad espontanea, se observa mucha
controversia relacionada con el SDM. Por un lado, varias observaciones clinicas
indican que, en musculos que presentan dolor, se encuentra mas tension y una
asociacion directa a una mayor actividad electromiografica en comparacién con
musculos libres de dolor (Mercuri y cols., 1979; Dahlstrém y cols., 1985; Rugh y cols.,
1987; Kapel y cols., 1989; Hatch y cols., 1992). Por otro lado, hay estudios bien
controlados que no muestran diferencias estadisticamente significativas entre la
electromiografia en reposo de musculos dolorosos y no dolorosos (Kravitz y cols.,
1981; Nouwen y Bush, 1984). Es habitual encontrar aumentos de la actividad de
reposo  en la musculatura masticatoria en pacientes con trastornos
temporomandibulares cuando son comparados con grupo control (Dahlstrom y cols.,
1985; Rugh y cols., 1987). Todos estos modelos musculares son cuestionables dado
gue sus resultados podrian estar influenciados por un posible aumento en la actividad
electromiografica de algunos de los musculos faciales que se encuentran adyacentes
a la zona y que se contraen para generar la expresion caracteristica que acompafa al
dolor (LeResche y Dworkin, 1988).

Ashton-Miller y colaboradores (1990) provocaron dolor muscular agudo,

mediante la inyeccion de 5 ml de solucién salina hipertdnica y registraron un aumento
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en la actividad de reposo del musculo esternocleidomastoideo durante los primeros 2
minutos. Posteriormente, la actividad volvia de forma gradual a los valores control.
Esto prueba que el dolor muscular agudo causa cambios sutiles, pero sistematicos, en
la produccion motora del masculo relajado. En otro estudio (Svensson y cols., 1998),
se encontré un aumento transitorio de la actividad electromiografica en reposo cuando
se aplicaba una solucion salina hiperténica comparado con la inyeccién de la misma
cantidad de solucién salina isoténica (Svensson y cols., 1998). Estos son algunos
ejemplos del hecho que se puede encontrar mayor actividad muscular en reposo de
musculos con dolor inducido. En cambio, cuando se realiza una evaluacion de esta
actividad, solamente con una condicion de dolor simulada, en la que a los sujetos se
les recuerda una situacion dolorosa (sin un estimulo real del dolor) este cambio no
sucede (Stholer y cols., 1996). Ademas, hay evidencia de que el dolor muscular
experimental no genera cambios electromiograficos en reposo cuando se aplican
contracciones maximas voluntarias, ni tampoco se observa un aumento sostenido
cuando este dolor muscular es continuo (Graven-Nielsen y cols., 1997). Esto es
indicativo de que la hiperactividad, por si misma, no estd presente debido al dolor
muscular y, a la inversa, el dolor muscular si puede inducir un incremento significativo
en la actividad muscular. Induciendo dolor muscular con glutamato se producen
cambios importantes en la actividad de reposo de musculos faciales y del cuello
(Svensson y cols., 2004). De hecho, mediante esta misma via de dolor por glutamato,
Torisu y colaboradores (2007) observaron que la fatiga muscular influye en las vias
reflejas inhibitorias, y el dolor muscular agudo consecuente de esto potencia el
aumento local de la actividad electromiogréafica en reposo del musculo doloroso,
influyendo en la presentacion clinica de los sintomas y en la funcion estructural. Para
confirmar esta relacién entre dolor y actividad, hay que diferenciar entre las distintas
modalidades posibles de dolor, o incluso de musculos involucrados, ya que la
respuesta puede ser distinta en cada caso. Segun la clasificacion desarrollada por
Simons y Mense (1998), las fuentes medibles para determinar la tension muscular
incluyen el tono viscoelastico, la contractura fisioldgica, la contractura voluntaria y el
espasmo muscular. Mientras que las dos primeras no involucran a potenciales de
accion de la propia unidad motora para su ejecucion y, por lo tanto, dependen de una
neurotransmision evocada, los dos ultimos si que lo precisan. Por otro lado, algunos
autores defienden que el origen de esta actividad electromiografica se encuentra en la
placa motora extrafusal del musculo, y que puede desempefiar un papel relevante en
la induccién del dolor (Ge y cols., 2011).

De todas formas, actualmente la evidencia existente en humanos del aumento

de la actividad electromiografica durante la presencia de dolor muscular es baja, hecho
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que contrasta con los aumentos significativos en la actividad electromiografica que si
se ha observado en estudios realizados con animales de experimentacion (Sessle,
2000; Margalef y cols., 2019).

1.5.- ESTRES PSICOLOGICO Y SU RELACION CON EL SDM COMO FUENTE DE
DOLOR MUSCULAR.

Tradicionalmente, el dolor se ha evaluado desde una perspectiva biomédica.
Sin embargo, los Ultimos avances clinicos revelan varias debilidades en este modelo.
Los informes de dolor difieren significativamente entre pacientes con grados similares
de dafio, y la respuesta al mismo tratamiento también puede ser totalmente diferente
(Brodal, 2017). Esto se produce, entre otras cosas, por el hecho de que no se aborda
adecuadamente el papel de los factores psicologicos en la experiencia dolorosa
(Jenseny cols., 1991).

Segun varios estudios, sabemos que el SDM presenta una alta prevalencia en
pacientes que acuden a la consulta médica por dolor. Un 95% de los pacientes
padecen trastornos ocasionados por dolor crénico (Malanga y Cruz Colon, 2010).
Estos datos ya fueron en parte comentados en la década de los 80 (Skootsky y cols.,
1989), cuando observaron que aproximadamente el 30% de los pacientes atendidos
en medicina interna y que presentaban un cuadro diagnosticado de dolor, también
mostraban PGM asociados. En otro estudio realizado en un grupo de jovenes
asintomaticos se advirtié6 que aproximadamente la mitad de ellos presentaban PGM en
la cintura escapular (Sola y cols., 1955). Datos como este Ultimo demuestran la gran
prevalencia existente de PGM latentes. Estos, con la aparicion de cualquier factor
afadido, entre los cuales podemos encontrar el estrés, pueden terminar activandose, y
como consecuencia, convertirse en una fuente de dolor. Otro ejemplo claro, en este
caso en animales, es el estudio realizado por Alvarez y colaboradores (2013), en el
gue analizaron la capacidad del estrés en ratas a la hora de exacerbar el dolor
muscular. Para conseguirlo, sometieron a un protocolo de estrés acustico a ratas
adultas que previamente habian sufrido una restriccion del material de nidificacion a la
lo largo de una semana durante su periodo neonatal. Posteriormente se evalud la
concentracion plasmatica de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y factor de necrosis
tumoral concretamente), observando un incremento. Este aumento de sustancias
sensibilizantes relacionadas con el dolor muscular, pueden resultar un buen punto de

partida para justificar el dolor local a la presion y el dolor referido de los propios PGM,
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evidenciando aun mas la contribucion autonoma en el SDM, como se vera mas
adelante.

La relacién entre el dolor derivado de los PGM i el estrés es compleja e
inespecifica, ya que no solamente el estrés, tanto psicolégico como fisico, puede
conducir al desarrollo, mantenimiento, agravamiento y/o cronificacion del dolor
miofascial, sino que el propio dolor generado, puede actuar como factor estresante de
forma efectiva para terminar produciendo estos mismos resultados y cerrar el circulo
del SDM (Vlaeyen y Linton, 2000). Actualmente no hay en la bibliografia una imagen
que pueda expresar la existencia de un nodo de contraccion causado por el propio
estrés. Aunqgue el dolor caracteristico de los PGM esta clinicamente descrito, no se
sabe practicamente nada de sus manifestaciones y modulaciones cerebrales. De
todas formas, si que aparecen estudios que nos indican la contribucién del estrés en el
desarrollo de sintomas y signos periféricos y centrales caracteristicos del SDM, y que
pueden favorecer la formacion y/o perpetuacién de los PGM. Se sabe, también, de la
gran participacion del cerebro en la generacién de respuestas hiperalgésicas y la
modulacion terapéutica del dolor. Contiene potentes mecanismos moduladores que en
cuanto el dolor tiende a cronificarse, sufren cambios estructurales y funcionales
inadaptados que terminan por alterar su equilibrio. El cerebro también tiene un papel
muy destacado en el control de las respuestas al estrés y, aunque el estrés agudo
promueve la adaptacién de estas respuestas y sirve como mecanismo de proteccion,
el estrés cronico, al igual que sucede con el dolor, puede terminar causando dafios
centrales relevantes (McEwen, 2007). Niddam y colaboradores (2008) fueron de los
primeros en investigar los efectos centrales de la hiperalgesia generado por PGM en
pacientes con SDM. La hiperalgesia se asocié directamente con una mejora de la
actividad de regiones implicadas en el procesamiento sensorial, discriminativo y
afectivo. Pero también observaron una disminucion claramente significativa de la
actividad del hipocampo dorsal derecho. Aunque se desconoce el significado exacto
de esta disminucion anormal de la actividad del hipocampo, se sabe que esta
estructura cerebral esta implicada directamente con procesos de alodinia mecéanica
(Petrovic y cols., 1999), exacerbaciones de dolor generados por situaciones de
ansiedad (Ploghaus y cols., 2001), trastornos de estrés post-traumatico (Geuze y cols.,
2007) y trastornos somatoformes y psicosomaticos (Stoeter y cols., 2007), lo que le
atribuye una afectacion directa por parte de factores estresantes. Es muy probable,
pues, que esta hipoactividad en pacientes con PGM pueda reflejar una pérdida de
regulacién del sistema del estrés, generando una influencia espinal y periférica que
ayudara a justificar las alteraciones que se producen a nivel neuromuscular, sugiriendo

que estas respuestas de estrés disfuncionales pueden tener también un papel
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relevante en la generacion y/o mantenimiento de la hiperalgesia caracteristica de los
PGM.

La evidencia apunta a alteraciones por exceso de activacion de los sistemas
hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HHA), y simpaticoadrenal-medular (SAM) en
pacientes con PGM (Yoshihara y cols., 2005). Yoshihara y colaboradores (2005)
midieron variaciones temporales en las concentraciones de cortisol plasmatico,
adrenalina y noradrenalina en respuesta a estrés psicolégico y encontraron que los
pacientes con dolor presentaban unos parametros significativamente mas elevados,
que su recuperacion a los valores iniciales también era claramente mas lenta que en
los controles sanos. Otros estudios experimentales ya habian demostrado previamente
el efecto de distintos tipos de estrés sobre el eje HHA en distintas circunstancias y con
estresores de varios tipos (Douglas y cols., 2005). Aunque a menudo se hace una
distincion entre estrés social (o0 psicologico) y estrés fisico, ambos activan los sistemas
HHA y SAM solo que, a través de rutas distintas, pero con el mismo efecto final
(Treaster y cols., 2006).

Por otra parte, se empieza a intuir la contribucion del estrés en la patologia
periférica del SDM por otro tipo de vias. Estudios realizados tanto en humanos como
en animales permiten relacionar el SNA y el estrés, debido a cambios significativos en
la actividad autonomica plasmada en modificaciones de la actividad eléctrica
espontanea (AEE) del propio misculo mediante electromiografia (Shah y cols., 2008).
Hubbard y Berkoff (1993) aplicando la fentolamina, un bloqueante simpatico,
administrado por via intravenosa, observaron que eliminaba la actividad espontanea
en la zona del PGM sin afectar la actividad muscular voluntaria. En otros animales
aplicaron curare, una toxina que bloquea los receptores de la ACh, y asi, consiguieron
la abolicibn de la actividad voluntaria, pero en este caso no se generaba una
disminucion de la actividad espontdnea del PGM. Estos resultados sugirieron una
primera relaciébn con el sistema nervioso simpatico (SNS) y los PGM. Hubbard y
Berkoff lo relacionaron directamente con el huso muscular, ya que sus fibras
intrafusales, a diferencia de las extrafusales, se encuentran inervadas de forma
simpatica y no bajo el control de la neurona motora a. Posteriormente, Chen y
colaboradores (1998) usaron de nuevo la fentolamina sobre un PGM de roedor
previamente localizado mediante su ruido de placa, y observaron que la inyeccion de
este fArmaco generé automaticamente una inhibicion de la AEE. Otros estudios en
humanos demostraron un aumento del ruido de placa en el momento en el que se
generd una situacién estresante (como, por ejemplo, un célculo aritmético mental)
(McNulty y cols., 1994; Lundberg y cols., 2010). Estos estudios sugieren una

participacion de la actividad simpatica en estos puntos gatillo (ver, ademas Bengtsson
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y Bengtsson, 1988; Martinez-Lavin, 2004). El conjunto de estos resultados, sugieren,
potentemente, una influencia autonémica, como por ejemplo el propio estrés, sobre la
liberacion de ACh, y, por lo tanto, la capacidad de modular la actividad motora de los
PGM que puede contribuir en la generacién o perpetuacion del SDM.

Ademads, existen otras evidencias de la contribucién simpatica con el dolor local
y referido, y con los fendmenos autonémicos que se manifiestan en las caracteristicas
del SDM descritas (Simons y cols., 2002a). Otros autores corroboraron la hipétesis de
que los cambios electromiograficos registrados en los PGM podian estar relacionados
con la actividad de un huso muscular estimulado por un nervio simpatico excitado,
asociandolo a una interaccion simpatica-sensorial (Ge y cols., 2006). Esta hipoétesis,
pues, implicaria que los sintomas propios del SDM estarian unidos a la irritacion del
SNA, tal como se describe en la hipétesis integrada (Gerwin y cols., 2004).

En esta misma linea, se ha observado que el SNS también coopera
directamente con la constriccion capilar, asi como la activacion de receptores de
nociceptores, e indirectamente, a través de la desregulacion del equilibrio que impera
en la producciéon de citocinas proinflamatorias (Maekawa y cols., 2002; Roberts y
Elardo, 1985).

1.6.- ESTRES PSICOLOGICO COMO FACTOR DE GENERACION Y
PERPETUACION DE PGM.

Los factores de perpetuacion tienen un papel fundamental en el desarrollo y
mantenimiento del SDM. Se han propuesto diversos factores que pueden resultar
responsables de la activacion de un PGM, algunos de ellos son directos, como
sobrecargas de la funcibn muscular, enfriamiento o el sobreestiramiento, mientras que
otros son mas bien indirectos, como las radiculopatias, patologias viscerales o
articulares (Sola y cols., 1995). Dentro de este segundo grupo esta incluido el estrés,
considerando que tiene una influencia importante en este tipo de disfuncion
neuromuscular, en gran parte debido al ritmo de vida de la sociedad actual. El manejo
adecuado de los factores etioldgicos y permetuadores del SDM se considera decisivo
a la hora de garantizar un abordaje terapéutico exitoso y duradero de este sindrome
(Jaeger, 2013; Shah y cols., 2015).

Recordar, que la hipétesis integrada postula que el factor desencademante es
la neurotransmisiéon anormalmente alta, y para ello una de las posibilidades que se
proponen es la involucracion del estrés psicolégico. En este sentido, Kristiansen y

colaboradores (2017) registraron una disminucién del umbral de dolor a la presion tras
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un dia de privacion de suefio que se recuperaba tras una sola noche durmiendo con
normalidad. Por lo tanto, se podria hipotetizar que un factor psicolégico como la falta
de suefio temporal podria favorecer en este caso el desarrollo y mantenimiento de
dolor craneofacial de origen miofascial, y aunque para confirmar ese dato es necesaria
la valoracién de otros parametros relacionados con el dolor miofascial, sigue la linea
comentada hasta el momento.

Se especula que todo aquello que aumente la neurotransmision puede ser
indicativo de presentar un papel relevante en la patogénesis y/o mantenimiento de los
PGM.

Otro mecanismo que aumenta la neurotransmision es el aumento de la
contraccion muscular (Jafri, 2014). La contraccibn muscular requiere de potenciales
evocados que provocan un incremento de ACh en la hendidura sinptica que, de la
misma forma que se establece en el desglose de la hipotesis integrada, corresponde al
inicio de la secuencia fisiopatolégica de los PGM (Gerwin y cols., 2004). A parte,
también se ha propuesto al contraste térmico, ya que estd demostrado que la
exposicion a cambios de temperatura, y especialmente al frio, genera una serie de
consecuencias metabdlicas que pueden terminar produciendo alteraciones en la
neurotransmision, tanto evocada como espontanea (Mana y Grace, 1997; Macedo y
cols., 2014). Finalmente, también se ha propuesto el sobrepeso como factor generador
y/o perpetuador de PGM. En la hipétesis integrada, se destaca que la presencia de
sustancias sensibilizantes en el entorno de los PGM, pueden, por un lado, activar
nociceptores especificos de nervios periféricos, estimulando asi las neuronas
nociceptivas de la asta dorsal y terminar provocando dolor, y, por otro lado, contribuir
en la perpetuaciéon de la disfuncién de la placa motora mediante un aumento de la
actividad neuromuscular espontanea (Gerwin y cols., 2004). Algunas de estas
sustancias sensibilizantes, descritas en su momento por Shah en el entorno de los
PGM activos (Shah y Gilliams, 2008), resultan ser las mismas que las encontradas en
el masculo esquelético de las personas obesas (Wu y Ballantyne, 2017). Recientmente
en nuestro laboratorio (Gimenez-Donoso y cols., 2020) se ha aplicado una “dieta
cafeteria” y una “dieta alta en grasas” afiadidas a la dieta habitual de roedores durante
4-6 semanas. Este periodo fue suficiente para conseguir un incremento en su peso y
un incremento de la neurotransmision espontanea. Esta permanecio elevada hasta las
3 semanas siguientes de la retirada de la dieta, en ambos casos.

Se ha comentado en el apartado anterior que algunos estudios en animales y
humanos han observado el efecto de los cambios en la actividad del sistema nervioso
auténomo y su relacién directa con cambios en el aumento de la actividad eléctrica

espontanea, sugerentes de su involucracion en la formacion y mantenimiento de PGM
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(Shah y Gilliams, 2008; Chen y cols., 1998; Lundberg y cols., 2002; McNulty y cols.,
1994). Todo esto supone un paso importante para tener en cuenta en el estudio del

estrés como factor desencadenante/perpetuador del SDM.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS.
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2.1.- HIPOTESIS.

2.1.1.- Hipo6tesis general.

El estrés genera un aumento en la neurotransmision espontanea que provoca
imagenes de nodos de contraccién y, por lo tanto, supone un factor en la generacion

y/o mantenimiento de los PGM.

2.1.2.- Hipotesis especificas.

1.- El estrés agudo, evaluado de forma aislada, es suficiente para mostrar cambios
neuromusculares 'y morfolégicos para ser considerado como un factor

potencialmente relevante en el desarrollo del SDM.

2.- El estrés cronico, generado a partir de la sumacion de los factores estresantes
agudos, genera un incremento de la neurotransmision espontanea y nodos de
contraccibn que se perpetian durante varias semanas reforzando su papel

transcendental en la creacion y/o perpetuacion de los PGM.

2.2.- OBJETIVOS.

2.2.1.- Objetivo general.

El objetivo general de esta tesis fue evaluar la relacién entre el estrés y la
generacion de puntos gatillo miofasciales, valorando su implicaciéon en la modulacién

del aumento de la neurotransmisién espontanea, y evaluar su duracion.

2.2.2.- Objetivos especificos.

1.- Valorar la influencia del estrés en la neurotransmisién espontanea en cada uno de
los tipos de estrés analizados. Estudiar la posible relacion funcional entre la
aplicacion de la inmovilizacion, el FST a 21°C, la privacion de alimento y agua, el
aislamiento social mediante jaula metabdlica y ultrasonidos, respectivamente y de

forma aislada, y la modulacion de la actividad neuromuscular en la liberaciéon de
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acetilcolina en la neurotransmision espontdnea mediante registro intracelular y

electromiografia.

2.- Determinar la capacidad del estrés en la creacién de nodos de contraccion en cada
uno de los factores estresantes estudiados. Estudiar la posible relacién morfol6gica
y estructural entre la aplicacién de la inmovilizacion, el FST a 21°C, la privacion de
alimento y agua, el aislamiento social mediante jaula metabdlica y ultrasonidos,
respectivamente y de forma aislada, y la generacibn de imagenes

caracteristicamente compatibles con el PGM.
3.- Analizar la capacidad del estrés cronico generado por la exposicién a estresores
secuenciales combinados de elevar la neurotransmision espontanea y evaluar su

duracion mediante registro intracelular y electromiografia.

4.- Determinar la capacidad del estrés cronico generado por la exposicion a estresores

secuenciales combinados en la creaciéon de nodos de contraccion.
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3.- MATERIAL Y METODOS.
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3.1.- ANIMALES.

Los animales de experimentacién usados para este trabajo fueron ratones
macho albinos Swiss adultos con una edad media comprendida entre 30 y 45 dias.

El suministro y facilitacion de los ratones Swiss fue el laboratorio comercial
Charles River. EIl principal motivo por el que se escogié este modelo de animal es su
mantenimiento sencillo y econdmico que se adecuaba perfectamente a las condiciones
econdémicas del departamento. Ademas, al ser pequefios permite una facil
manipulacién y al tener una corta expectativa de vida permite realizar distintos tiempos
de trabajo considerados como crénicos.

Respecto a su mantenimiento, los animales se encontraban bien dispuestos en
las instalaciones del estabulario de la Facultat de Medicina i Ciencias de la Salud de la
Universidad Rovira y Virgili, acomodados en jaulas de 5 animales por camada, para
una mayor homogeneidad en los experimentos.

La estabulaciéon de los animales se ha llevado a cabo en jaulas de plastico de
medidas estandar de la marca MAKROLONR, con unas medidas de 27x27x14 cm?®. La
sala donde se almacenaban las jaulas mantenia una temperatura regulada mediante
terméstato electronico de 20-22°C y una humedad relativa de 60-70%. Ciclo de luz
controlado por temporizador de 12 horas de dia (mediante luz de neén blanca), y 12
horas de oscuridad, para evitar oscilaciones de las variables biolégicas de los
animales que pudiesen alterar su conducta en cuanto al desarrollo del estrés. Por otro
lado, la alimentacién e hidratacién ad libitum de los animales a base de agua clorada y
pienso para ratén VRF-1 (Charles River). La limpieza de las jaulas se realiza una vez
por semana mediante el cambio tanto de la jaula como de las virutas. Finalmente,
también se realiz6 una revisiobn semanal, para detectar y descartar aquellos animales
lesionados o con comportamientos anormales que pudieran alterar la homogeneidad
de los experimentos.

Cuando fue necesario, los ratones fueron anestesiados por via intraperitoneal
mediante tribromoethanol 2% (TBE). La cantidad suministrada correspondia a 0,15 ml
de TBE por cada 10 g de peso del animal, aumentando esta cantidad en funcién de la
pérdida de reflejos, basicamente plantar y/o ocular, indicativo absoluto de que el
animal estaba completamente anestesiado. Una vez asegurada esta condicion, se
procedia al sacrificio mediante la técnica de exsanguinacion por secciéon de la vena
yugular izquierda (esta practica es necesaria para eliminar la sangre de la zona a
diseccionar, para evitar complicaciones durante la extraccion, o durante la eliminacion

de esfacelos o tejido conectivo sobrante). Tanto el método de extraccion como los
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musculos utilizados para los experimentos estan ampliamente descritos en el apartado
“Obtencion de las muestras”.

Los procedimientos realizados con los animales se ajustaron siempre a los
principios éticos de la experimentacion descritos por la Directiva del Consejo de la
Comunidad Europea de noviembre de 1986 (86/609/EEC) para la manipulacién de
animales de laboratorio y contemplando las directrices establecidas en la ley 5/1995,
del 21 de junio, de proteccién de los animales usados para la experimentacion y por
otras finalidades cientificas, aprobada por el Parlamento de Catalunya (Directiva
86/609/EEC).

3.2.- MODELO EXPERIMENTAL.

Los mdusculos utilizados en este trabajo fueron: el musculo “Levator auris
longus” (LAL), estudiado ex vivo para la identificacion y localizacion de posibles nodos
de contraccién asociados en el masculo mediante la técnica de tincion PAS-alcian, y
también para el registro de posibles cambios en la neurotransmisién espontanea,
evaluados mediante el uso de la técnica de electrofisiologia de registro intracelular; y
los musculos gastrocnemios (ver mas adelante), estudiados in toto para determinar

posibles modificaciones en el ruido de placa mediante electromiografia.

3.2.1.- Justificaciéon del uso del musculo LAL.

El musculo esquelético LAL utilizado en esa tesis es un musculo plano
exclusivamente compuesto por fibras fasicas (Erzen y cols., 2000). Consta de dos
partes que estan estructuradas por muy pocas capas celulares, lo que, juntamente con
su facil accesibilidad (ya que se trata de un musculo subcutdneo), y su plana
morfologia, permiten una facil extraccion y mejoran la precisién durante el transcurso
de los registros intracelulares. Estas caracteristicas también facilitan las tinciones,
diferenciando claramente todos sus componentes sin tener problemas con la densidad
celular. Esto permite tener una vision completa de todas las terminaciones nerviosas
correspondientes a la rama posterior del nervio facial (que es su nervio nutricio),
pudiendo asi localizar las placas motoras sin tener que realizar secciones ni alterar la
estructura muscular (Tomés y cols., 2000), lo que determina su capacidad como

modelo perfecto para poder realizar estudios funcionales y morfolégicos. Por estos
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motivos también se ha usado previamente en nuestro laboratorio (Domingo y cols.,
2013; Margalef y cols., 2019).

3.2.2.- Justificacién del uso del complejo muscular triceps sural.

En el caso del registro electromiografico, sabemos que su uso en pacientes
que presentan patrones caracteristicos de SDM, permite localizar facilmente ruido de
placa, y que incluso autores como Gerwin y colaboradores (1997) lo califican de
patognomonico de este sindrome. En los registros electromiograficos de la
neurotransmision espontanea hay muchas mas posibilidades de lesion que durante el
transcurso de un registro intracelular. EI LAL no cumple estos requisitos, ya que se
trata de un musculo demasiado fino.

Inicialmente este musculo parecia ideal por su disposiciéon estructural de las
fibras, su especifico patron de distribucién de sus uniones neuromusculares (Wigston,
1990, Alford y cols., 1987) y por su facil acceso, ya que se trata, igual que el LAL, de
un musculo muy superficial, en el que para introducir la aguja de registro simplemente
era necesario realizar un pequefio corte de la piel y tejido subcutaneo, minimamente
invasivo y lesivo. Al mismo tiempo, también era muy favorable su predominancia de
fibras IIA, coherente con el hecho de que el gastrocnemio se considera un musculo de
contraccion principalmente rapida (Sher y Cardasis, 1976), y, por lo tanto, con una
funcionalidad y comportamiento parecido al LAL.

Probablemente, no se registra solamente el mudsculo gastrocnemio en un
animal de dimensiones tan reducidas como un ratén. Debido a la manera como se
encuentran dispuestos los musculos posteriores, y la poca separacién que hay entre
ellos, facilita mucho que durante el experimento se pueda afiadir informacion de la
actividad eléctrica de otros musculos. Por este motivo, llegamos a la conclusion de que
el paquete posterior muscular conocido como triceps sural, era el modelo ideal para el

transcurso de nuestros experimentos electromiograficos.

3.3.- DISECCION DEL MUSCULO LAL.

El musculo LAL estd compuesto por una parte cranial, dispuesta desde las
espinas de la 4rta vértebra cervical hasta la parte anterior de la base del pabellon
auricular, y una parte caudal, que se extiende desde la 4rta y 52 vértebra cervical hasta

la parte posterior de la base del mismo pabellén auricular; esta peculiar disposicion
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permite al ratén el movimiento rapido y efectivo de su pabellon auricular (Agnaut-Petit
y cols., 1987; Erzen y cols., 2000).

Para su diseccion, el primer paso consisti6 en anestesiar el ratdén, depilar la
zona anatdémica correspondiente a la intervencion (en este caso, la zona dorsal de la
cabeza del roedor), y proceder al sacrificio por exsanguinacién (para mas detalles, ver
el “apartado 3.1. Animales”). Posteriormente, se colocd el animal en decubito prono en
una plataforma de corcho. Se eliminaron las orejas, asegurando dejar la porcién mas
distal de insercién, ya que el musculo tiene sus inserciones alli. A continuacion, se hizo
un corte, justo por encima del omdplato, y en direccion a la cabeza en forma de T, y se
extrajo la piel, bordeando la zona de las orejas (especial atencién con la trayectoria
aplicada con las tijeras, para proteger las inserciones del musculo). De esta forma, se
consigue dejar a la vista al paguete muscular que se encuentra bajo la piel (ver Figura
M.1). El siguiente paso, mas delicado, consiste en desinsertar completamente el
musculo, incidiendo especial atencion a sus dos inserciones principales, en la oreja y
en la linea media que une a los dos musculos LALs (aunque hay dos, el
aprovechamiento sélamente es el del lado izquierdo, por el hecho de la forma como
estan establecidos los aparatos de electrofisiologia, que facilitan su disposicion

durante el registro experimental).

z
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Figura M. 1. Extraccién del musculo LAL del ratén. Se puede observar en 1 (gris), las zonas que se depilan para
poder acceder al misculo con mas facilidad. Las lineas de puntos son las trayectorias ordenadas de las insiciones para
separar el musculo del animal. En rojo, la disposicién muscular de la zona de la cabeza del roedor; en linea amarilla,
representacion grafica de la linea media que separa los dos LALs. Fuente: Archivo de iméagenes de la Unidad de
Histologia y Neurobiologia de la URV.

Una vez extraido el paguete muscular del animal, se dispuso en una placa de

Petri recubierta de Sylgard® y sumergido en una solucién fisiolégica oxigenada de
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composicion y osmoralidad similar al serum, conocida como “Ringer” (ver composicion
en “Tabla M.1.”). Se estird y se fij6 con la ayuda de agujas entomoldgicas, de tal forma
que la cara externa del LAL quede hacia arriba (posicion anatémica). En esta posicion,
y con una lupa binocular estereoscépica, se hizo una primera limpieza de tejido
conectivo adyacente a la zona, y se cortd el exceso de piel de la oreja restante, que
puede dificultarnos la vision de las inserciones. A continuacion, se dio la vuelta al
musculo, de manera que en esta ocasion quedase hacia arriba la cara interna del LAL
(que es la posicion de colocacion final en la camara de registro), y se fueron
eliminando las capas superficiales de la musculatura contigua, capa a capa,
procurando no lesionar las fibras musculares durante el procedimiento. Es muy
importante ir renovando con frecuencia (minimo cada 10-15 minutos) el Ringer. Otro
de los problemas habituales fue la cantidad de grasa que se encuentra asociada a
esta zona; para ir quitandola, habra que girar completamente el masculo, varias veces
(ver Figura M.2). Concretamente para los experimentos electrofisiolégicos, hay que
tener mucho cuidado en no lesionar el tejido y mantener intacto su patron de
inervacion, ya que, al trabajar con una muestra viva, cualquier alteraciéon de la
estructura significara también una alteracion directa en su funcién, y especificamente,
en la neurotransmisiébn que se produce. Por este motivo, también tendrd gran
relevancia eliminar el maximo de tejido conectivo que rodea las fibras musculares,
aponeurosis y esfacelos presentes durante el transcurso de la diseccion. Finalmente,
se dipositd, bien estirado, en una camara de registro de 1,5 ml, manteniéndolo

sumergido en solucién de Ringer renovada y oxigenada.
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Figura M. 2. Diseccion del musculo LAL. 1, en rojo, la disposicion muscular de la zona de la cabeza del roedor. 2, en
amarillo, tejido conectivo adyacente; en verde, tejido adiposo y grasa subcutanea. La ultima imagen (3, abajo)
pertenece a un esquema de la inervacién y su disposicién y distribucion anatémica en el LAL, fundamental para
determinar los puntos de mayor actividad neuromuscular presente. Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de
Histologia y Neurobiologia de la URV.

3.4.- PROCEDIMIENTOS PARA PROVOCAR ESTRES.

3.4.1.- Inmovilizacion.

Consiste en inmovilizar al raton durante una hora al dia, a una temperatura
ambiente de 24-26°C.

Para realizarlo, se utilizé una jaula estandar validada y especialmente disefiada
para tal efecto, con unas medidas de 10x3x3,5 cm?® (ver Figura M.3). La jaula consta
de dos puertas deslizantes asimétricas, una trasera, de recorrido mas corto, con un
agujero inferior adaptado para la colocacién e inmovilizacion de la cola del raton, y una
delantera, de recorrido mas largo. Ambas puertas se encuentran sujetas por la parte
superior de la base cilindrica de la propia jaula. Los laterales de la jaula presentan una
serie de agujeros, necesarios tanto para la ventilacion adecuada del animal, como
también para permitir su control y vigilancia. Para conseguir la restriccion de movilidad
del animal, previamente se desarma la puerta delantera, para generar mas espacio en
la jaula, y se quita la puerta trasera para introducir el ratdn mediante una sujecion de la

cola; seguidamente, se coloca nuevamente la puerta trasera, controlando que la cola
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del animal pueda salir sin problemas por el agujero inferior de la puerta adaptado para
ello, y se desliza de nuevo la puerta delantera, reduciendo el espacio libre de la jaula a
la justa medida del animal.

Finalmente, se adhiere la cola para evitar que el animal pueda voltearse con su
ayuda, y se inicia el seguimiento del tiempo de 1 hora de duracién. Este procedimiento
también se realizé con repeticion a lo largo de 5 dias seguidos. El tiempo post-
tratamiento se evalud 1 hora, 3 horas y 5 dias después del tratamiento de estrés o, al
quinto dia, después de un estrés por reducciéon de movilidad de 1 hora durante 5 dias

consecutivos.

®
®

Y
BT

Figura M. 3. Jaula estandar para inmovilizacién del ratén. 1) Base cilindrica de la jaula estandar (10cm largo, 3cm
alto y 3.5 cm diametro) 2) Puerta trasera por donde se introduce al ratén y se sujeta la cola. 3) Puerta delantera que se
desliza para reducir el espacio. Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de Histologia y Neurobiologia de la URV.

3.4.2.- Prueba de natacion forzada o de Porsolt (FST, forced swim test).

Este método consistidé en la introduccion del animal en un cubo cilindrico de
plexiglds (40 cm de alto y 20 cm de diametro) lleno de agua (altura 20-25 cm) de
paredes lisas durante 6 minutos y con una temperatura de 21°C = 2 (Molendijk y de
Kloet, 2019).

En el presente estudio se modificé el protocolo clasico (Molendijk y de Kloet,
2019) para discernir el estrés generado mediante la prueba de natacién forzada del
que posiblemente también se ocasionara por la baja temperatura del agua. En un
primer momento (ver apartado 4.2. de resultados), se realiz6 la prueba con el agua a
37°C, para eliminar este factor estresante, pero no se obtuvieron los resultados

adecuados. Asi que se procedid a variar tanto los tiempos del primer dia, como
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aquellos pardmetros que permitieran agregar un dia mas a la habituacion por parte del
animal.

Para habituar el roedor a la temperatura de 21°C y evitar asi que el frio no
influyera en el experimento como estresor adicional, el primer dia se introdujo el raton
en el cubo, sin llenarlo de agua por completo, simplemente la suficiente como para que
el animal pudiera mantener el contacto con el suelo del recipiente (altura de 2-3 cm), a
una temperatura de 37°C durante un total de 6 minutos. A las 24 horas, se le introdujo
nuevamente en el recipiente, con la misma cantidad de agua que durante el dia
anterior, pero con la diferencia de que esta vez la temperatura era de 21°C durante
otros 6 minutos mas. El tiempo se evalu6 inmediatamente y 24 horas post-tratamiento.
Justo al terminar este procedimiento se realizé la electromiografia de la pata izquierda
del animal, en la parte experimental correspondiente. Asi se obtuvieron valores del
nivel de estrés generado solamente por la aplicacion del agua fria. Pasadas 24 horas
se realizo el test de natacion forzada adaptada. Esta vez el agua estaba a 21°C y con
un volumen suficiente de agua que obligaba a nadar al ratén durante los 6 minutos de
la prueba (ver Figura M.4). Durante este tiempo, el animal luché para encontrar una
salida del recipiente sin éxito debido a las caracteristicas del propio cubo, con la
intencidon de que esto le generase estrés psicoldégico agudo. Finalmente se evalu6

inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias posteriores al FST.

Figura M. 4. Prueba adaptada de nataci6n forzada (FST, forced swim test). 1) 6 minutos en agua a 37°C, con
apoyo en el suelo del recipiente 2) 6 minutos en agua a 21°C (+ 2°C), con apoyo en el suelo del recipiente 3) 6 minutos

en agua a 21°C (+ 2°C), sin apoyo en el suelo del recipiente. Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de Histologia y
Neurobiologia de la URV.
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3.4.3.- Privacién de comiday agua.

Es un procedimiento sencillo que Unicamente consistié dejar el animal durante
24 horas sin comida y el agua. Aunque aislamos a los animales de forma indivualizada
para evitar que el contexto social durante la aplicacién del estrés suponga un factor
afadido, la practica de esta prueba se realiz6 en jaulas estdndar habituales de
contencion de estos animales, manteniendo el ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, bajo
las condiciones controlables del laboratorio (a una temperatura ambiente de 24 + 2°C y
una humedad relativa de 55%), y de esta forma se evité afadir un estimulo nuevo a la
intervencion. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48

horas, 5 dias y 7 dias después de la privacion de alimento y agua.

3.4.4.- Aislamiento social en jaula metabolica.

La jaula metabdlica convencional permite un aislamiento social, y genera una
alteracion de la actividad metabdlica del animal evitando cualquier tipo de artefacto
conductual, en gran parte porque todos los componentes situados debajo de la propia
jaula son desmontables. Disefiadas y fabricadas por TECNIPLAST®, sus dimensiones
cumplen con la normativa vigente para el bienestar del animal. La jaula consta de un
habitaculo superior de paredes lisas con 320 cm? de superficie y 14 cm de alto. A
pesar de que se han descrito varios modelos de jaulas metabdlicas y que se usan
comunmente para alojar animales en el laboratorio, estudios previos en roedores han
determinado y evaluado, mediante pruebas conductuales vy fisiol6gicas, las distintas
respuestas al estrés que produce el alojamiento del animal en un espacio tan
caracteristico, constituyéndolo como factor estresante Unico (Gil y cols., 1999;
Eriksson y cols., 2004; Whittaker y cols., 2016).

Este tipo de estrés se basé en aislar por separado a los animales durante un
primer periodo de 24 horas, y se amplid, al igual que la inmovilizaciéon, con una
segunda secuencia en la que el que el confinamiento se realizé durante 24 horas
también, pero en un periodo de 5 dias consecutivos, con el objetivo de poder
identificar una posible habituacion del animal al factor estresante aplicado. El tiempo
post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias

posteriores del aislamiento.
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3.4.5.- Ultrasonidos.

Todos los animales fueron alojados individualmente en las jaulas estandar que
ya se encuentran habitualmente y, siguiendo las mismas condiciones ambientales y
contextuales que durante la aplicacién del estrés por privacion de comida y agua, pero
con la diferencia que en esta ocasién los alimentos y el agua estaban disponibles ad
libitum. EIl dispositivo ultrasénico utilizado (Weitech, Wavre, Bélgica) fue dispuesto en
una sala completamente aislada del laboratorio, y se utilizé6 un programa en un rango
de frecuencia bajo, de 20-25 kHz, y una intensidad promedio de 50 dB. El ruido
aplicado no era continuo, sino que su aplicacién se alternaba aproximadamente cada
15-30 segundos de forma aleatoria, para evitar que el estimulo fuera previsible por
parte del animal. Inicialmente, esta metodologia se aplic6 durante un periodo de 3
horas con la idea no exponer a los animales a tiempos largos ya descritos en este tipo
de procedimientos, y que pueden terminar generando rasgos y comportamientos
depresivos al animal (Pavlov y cols., 2019). Este tiempo resulté insuficiente para
aumentar la liberacién espontanea de ACh (ver el apartado 4.5 de resultados) y se
amplié el periodo de exposicion a 24 horas. El tiempo post-tratamiento se evalud
inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias después del estrés especifico

mediante ultrasonidos.

3.4.6.- Exposicién a estresores secuenciales.

Una vez establecida una serie de factores estresantes agudos que cumplan los
requisitos de generar cambios similares, tanto en la afectaciéon en el comportamiento
del animal, como en el incremento de su actividad neuromuscular, se compone una
secuencia con el objetivo de inducir estrés psicologico cronico al animal. Se pretende
que el animal no sea capaz de poder asumir tantos estimulos nuevos en un periodo
relativamente corto de tiempo, es decir, que no pueda habituarse. De esta forma se
puede advertir si estos cambios observados anteriormente son capaces de
mantenerse en el tiempo. El protocolo esquematico del procedimiento y las fases en
las que sha dividido este factor estresante combinado se visualiza detalladamente en
la Figura M.5. La duracion del programa es de un total de 10 dias. En el apartado
correspondiente de la Discusién (5.9) se razona esta secuencia de factores estresores.
El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 3 dias, 7 dias y 15 dias después

de la aplicacién del estrés variado.
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Reposo (24 horas)

4= Aislamiento social (24 horas)

Reposo (24 horas)

N Habituacion al FST a 37°C con poca agua (6 minutos)

~< Reposo (24 horas)

Habituacion al FST a 21°C con poca agua (6 minutos)
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Reposo (24 horas)

4= F ST, forced swim test (6 minutos)
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inmediatamente, 3 dias, 7 dias, 15 dias

et

Figura M. 5. Desglose del protocolo utilizado para la exposicidn a estresores secuenciales”.
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3.5.- CRITERIOS DE EXCLUSION DE ANIMALES.

Aunqgue durante todos los experimentos se ha procurado el maximo esmero en
la calidad de vida de los animales utilizados, usando solo el minimo nimero de
animales imprescindibles para completar cada una de las fases de este trabajo. Sin
embargo, en ocasiones ha sido necesario excluir algunos ratones. Predefinir esta
situacion antes de comenzar el estudio ha sido relevante para poder evitar errores o

confusiones de interpretacion.

3.5.1- Exclusién durante los procedimientos estresores.

Durante la realizacién o periodo posterior a la aplicacién de estrés es necesario
observar signos caracteristicos de estrés como aumento del ritmo cardiaco, aumento
de la agresividad, temblores, “frezzing” (respuesta de congelacion) con el erizamiento
del pelo correspondiente, posicion de defensa o limitacion del movimiento. Los
animales que no mostraron estos signos fueron retirados del estudio (un total de 8).

Por otro lado, durante la realizacion o periodo posterior a la aplicacion de estrés
algunos animales mostraron sintomas de anhedonia o depresion (un total de 5). Esto
es muy evidente en la prueba del “estrés por adaptacion de la prueba de natacion
forzada o prueba de Porsolt (FST, forced swim test)”. Se observé que algunos
animales limitaban su movilidad, dejaban de nadar e incluso, se quedaban flotando,
abandonando cualquier opcién de lucha y resistencia a la situacion planteada.
Aguellos animales que presentaron inmovilidad o cese de actividad durante la natacion
fueron excluidos. La medicién de su cese de actividad se realiz6 por observacién
directa siguiendo el siguiente criterio; el experimentador registré el tiempo (en
segundos) que el roedor permanecié inmévil flotando en el agua, o realizando la
cantidad minima de movimiento para mantenerse a flote con la cabeza erguida por
encima del agua (Porsolt y cols., 1977b). Si el tiempo superaba los 30 segundos,
controlando siempre que el animal no se ahogase, este era descartado completamente
del experimento. El ndmero de animales retirados fue de 2 durante la fase

experimental del estrés agudo, y de 3 durante la fase de combinacién de estresores.

3.5.2- Exclusién durante la aplicacion de técnicas electrosisioldgicas.

Durante la diseccidn es posible observar variaciones anatomicas en los

patrones de inervacibn o en la disposicion de las fibras musculares del LAL
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(ocasionalmente hay haces en direccion transveral). Estas pueden dificultar los

registros electrofisioldgicos.

3.6.- REGISTRO INTRACELULAR.

3.6.1.- Conceptos basicos.

El registro intracelular es una técnica que permite interpretar la actividad
neuromuscular de cada fibra, de forma aislada. Concretamente para nuestra
investigacion, su utilidad reside en conocer el intercambio iénico que se produce en el
citoplasma de los miocitos estudiados. De esta forma se consigue reproducir la
fisiologia neuromuscular posterior a una situacion de estrés especifica. Todo esto,
mediante la previa extraccion del musculo correspondiente (“ex vivo”), y posterior
estabilizacion de este en una cdmara de registro que contiene una solucién Ringer
para poder mantener el LAL vivo y en perfectas condiciones (“in vitro”).

En todos los experimentos realizados, se lleva a cabo el registro intracelular a
partir de la introduccién de un electrodo de registro en el citoplasma de la célula
muscular pertinente, y se estudia la respuesta espontanea que se traduce. La ventaja
de este tipo de actividad espontanea es que no precisa del bloqueo de la contraccién
muscular, ni de la activacion del potencial de accion axonal por parte de la unidad
estimuladora del aparato, sino que simplemente es necesaria la grabacién de los
cambios que por si solos se van produciendo. Esta neurotransmision se caracteriza
por la liberacién de las vesiculas de acetilcolina (ACh) de forma estocastica, sin el
requerimiento de un potencial de accion, ya que se cree que la dispensacion de los
paquetes de neurotransmisores tiene roles muy concretos para un correcto desarrollo
y funcién tanto de los circuitos neuronales como de la propia estructura muscular
(Kavalali y cols., 2011; Peled y cols., 2014).

3.6.2.- Componentes del equipo de electrofisiologia utilizado.

Como se ha comentado, el principal objetivo de las técnicas electrofisiol6gicas
es el de registrar artificialmente la fisiologia de la neurotransmision espontanea y en
distintas condiciones experimentales. Por lo tanto, en el presente modelo

neuromuscular y, teniendo en cuenta la informacion que queremos analizar, es
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necesario que el aparato conste de un sistema sofisticado de registro para obtener la

respuesta que se genera posterior a la aplicacion del estrés.

3.6.2.1.- Electrodo de borosilicato para registro intracelular.

El electrodo que se introduce dentro del citoplasma de la fibra muscular para
registrar la actividad del contacto sinaptico tiene que ser de unas dimensiones muy
concretas. Por ejemplo, en el muasculo séleo, el didmetro promedio de las fibras
musculares es de 44 uym en fibras tipo | (o fibras de contraccion lenta), mientras que es
de aproximadamente 37 um en fibras tipo IlA (o fibras de contraccién rapida; Dimov y
Dimov, 2007). El musculo LAL del ratén es un musculo predominantemente rapido, y
de dimensiones muy reducidas (Erzen y cols., 2000). Por lo tanto, para poder trabajar
en perfectas condiciones, y poder acercarnos el maximo posible al contacto sinaptico,
sera necesaria la utilizacion de un electrodo con un diametro interno de 1 um, y de
esta forma, también poder preservar la membrana en el momento que este se
introduzca en el medio citoplasmatico. Este electrodo se consigue a partir de un capilar
de borosilicato (GC150F-10, Harvard Apparatus Ltd., didmetro interno 0,86 mm,
diametro externo 1,5 mm) con un “Puller” (The P-97 Flaming/Brown type micropipette
puller, Sutter Instrument ®, U.S.A)). Este aparato calienta el capilar y lo estira,
fundiendo el centro hasta formar dos electrodos de registro con una punta de
aproximadamente 1um y wuna resistencia de 40 MQ, ideal para trabajar
intracelularmente. Una vez conseguido, se rellena con una solucién de cloruro de
potasio (KCI) 3 M.

3.6.2.2.- Electrodo de plata de registro.

Este electrodo queda introducido en el espacio interior libre del capilar de
borosilicato donde se encuentra la soluciéon de KCI. Se trata de un filamento de plata
pura envuelto de cloruro de plata (AgCl) y que sirve para conectar el electrodo de
borosilicato con el amplificador. Para recubrir de cloruro de plata estos filamentos se
recurre a la electrdlisis que consiste en una reaccién quimica no espontanea mediante
la oxidacién de un hilo de plata en KCI 2 M mediante corriente eléctrica. Para ello,
requeriremos un generador de corriente continua disefiado para tal efecto (ACL-01,
serie n° 0090018; npi electronic GmbH, Tamm, Germany). El primer paso consistié en
lijar el filamento de plata, para eliminar todas las impurezas y 6xidos; seguidamente,
dentro de un vaso de precipitado de 250 ml, se afiadio la solucion de KCI 2M, y se
colocd en el centro un hilo de plata en el &hodo y a continuaciéon se sumergié el

electrodo de plata en el catodo de manera que quedase en el centro del vasos in tocar
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el hilo de plata, y se conect6 el polo positivo del generador DC al electrodo, mientras
que el polo negativo se conecté al hilo de plata enrollado; posteriormente se aplicé un
voltaje de 9V durante 6 minutos y 15 segundos. La reaccidon de oxidacién libera
hidrégeno que se puede observar por la presencia de burbujas alrededor del electrodo.
Para comprobar si la cloruracion es correcta fue usado un Multivoltimetro digital
Velleman DVM92 (Velleman NV, Gavere, Belgium).

3.6.2.3.- Electrodo de referencia extracelular.

Se trata de otro filamento de plata clorurado que se encuentra sumergido en
Ringer normal en un espacio especifico independiente a la cAmara de registro donde
se encuentra la muestra. Las dos camaras estan conectadas mediante un puente de
agar (3,5% agar en 137 mM NaCl). Este electrodo permite conocer el estado del medio
extracelular comparado con las modificaciones que se producen en el medio

intracelular durante el transcurso del experimento.

3.6.2.4.- Multivoltimetro.

Este aparato, que también se encuentra conectado al electrodo de registro (ver
el nimero 3 de la Figura M.6.), nos muestra las variaciones del potencial de
membrana a tiempo real. Como veremos mas adelante, se deben seleccionar aquellas
fibras con el potencial de membrana menor a -50 milivoltios (mV), y durante el tiempo
de registro, solamente quedarse los resultados de aquellas fibras que no varien mas
de 5 mV (tanto en positivo como en negativo); estas modificaciones se pueden
producir, por ejemplo, por rasgar la membrana del miocito y que se escapen iones,
entre otras situaciones variables que hay que tener en cuenta para no sesgar los

resultados.

3.6.2.5.- Tabla digitalitzadora (DIGIDATA 13222, Interface, Axon Instrument Inc.,
Weatherford, TX, EUA).
La sefial que genera el sistema de registro es en formato analégico y debe de

ser digitalizada para poder seguir con el andlisis informatico.

3.6.2.6.- Soft informatico (Axoscope 10.2).
Este software especifico para registro intracelular permite su uso como un
osciloscopio y, ademas, las sefiales digitalizadas y almacenadas pueden ser

individualmente analizadas. Ver el nimero 4 de la Figura M.6.
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3.6.2.7.- Amplificador.

El electrodo de registro esta conectado a un sistema de amplificacion
diferencial (Tecktronics, AMSO02, Tektronix, Inc., Beaverton, OR, EUA). Este
procedimiento permite la incrementacion de la sefal captada, multiplicAndola por 10 en

los experimentos realizados en esta tesis. Ver el nimero 5 de la Figura M.6.

Todo el equipo electrofisiologico completo se muestra en la Figura M.6. Este
complejo sistema se encuentra ubicado sobre de una mesa antivibratoria, esencial
para minimizar todas aquellas perturbaciones mecanicas del propio entorno de trabajo.
Esta, ademas, se encuentra sujeta mediante un micromanipulador asociado a un
microscopio, y una zona especialmente disefiada para disponer la muestra de
musculo. Rodeando el conjunto, una caja de Faraday, compuesta de un material

metalico conductor para bloquear las posibles interferencias electromagnéticas.

Figura M. 6. Sistema basico d’electrofisiologia para el registro intracelular. 1) Microscopio y zona de colocacién
de la muestra; 2) Micromanipulador y unidad aisladora; 3) Multivoltimetro y tabla digitalizadora; 4) Sistema informatico
(Axoscope 10.2); 5) Amplificador. Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de Histologia y Neurobiologia de la URV.

3.6.3.- Procedimiento para el registro electrofisiolégico intracelular.

Durante el desarrollo de los experimentos de electrofisiologia realizados en
este trabajo, y con la finalidad de mantener el musculo LAL vivo y en perfectas
condiciones se disecciona el tejido muscular junto con su inervacion segun se ha

comentado anteriormente (ver en apartado 3.3 de esta seccidn), y se coloca en una
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placa de Petri recubierta de Sylgard®, quedando todo sumergido en Ringer normal
(ver composicién en la Tabla M.1.), y con un burbujeo constante de carbdgeno (95%
d'O; y 5% de COy) para su correcta oxigenacion. Para minimizar las alteraciones
durante la diseccidn, y la vibracién durante el registro, el burbujeo no se aplica
directamente sobre la placa de Petri ni sobre la cAmara de registro, sino que se adapta
en la solucién apartada, y se va recambiando el contenido que rodea a la muestra
secuencialmente, cada 15-30 minutos.

Es habitual esperar un tiempo prudencial antes de realizar el primer registro,
alrededor de 10-20 minutos; por un lado para hacer un primer cambio de Ringer
(teniendo en cuenta que, durante la diseccion, habra rotura de membranas, capilares,
terminaciones nerviosas, entre otros componentes, y por lo tanto, liberacién de
sustancias a nivel extracelular que pueden alterar las condiciones del musculo
mientras se encuentra en la cAmara de registro), y por otro lado, para dar tiempo al
contenido de KCI de los electrodos a asentarse correctamente (sin burbujas que
pueden actuar como artefactos durante el registro). Transcurrido este tiempo, se
selecciona la fibra adecuada mediante la introduccion del electrodo dentro del
citoplasma de un miocito. Para este movimiento, se precisa de la participacion de un
micromanipulador. Al mismo tiempo, con la ayuda de un microscopio, se consigue
determinar en cada momento cual es el area seleccionada para el registro, y la
direcciébn que hay que tomar para seguir un patrén correcto de estudio. Es muy
importante que su potencial de membrana sea < -50 mV. Ademas, durante el registro
este potencial no puede variar mas de 5 mV (en la mayoria de las ocasiones tiende a
caer, pero a veces, puede verse incrementando, por cambios en la resistencia del
electrodo por adherencia de esfacelos). En el caso que no se cumplan estos dos
requisitos, el registro de la fibra queda descartado, y se repite el proceso en otra area.
En el caso que si se cumplan los criterios, hay que confirmar que existan eventos
mMEPPs (“miniature end plate potential” o mEPPs; ver Figura M.7) con un tiempo de
subida minimo de 1 ms (lapsus de tiempo existente entre el inicio y el pico del evento),
y una amplitud minima de 0,4 mV (correspondiente a la distancia desde la linea de
base del registro hasta su punto algido). Uno de los motivos mas tipicos de descarte
de un registro en este punto es el de encontrarse alejado de la zona donde hay el
contacto sinaptico. En estas situaciones, la actividad neuromuscular, al producirse
lejos de la zona de registro, queda sesgada (ya que los eventos que se podran
visualizar en la pantalla seran aparentemente mas pequefios o directamente no se
podran apreciar). Sin estas condiciones comentadas, o si el primero de los mEPPs no
sale de forma espontanea dentro de los 10 primeros segundos por cada fibra

evaluada, el registro también queda anulado. En el momento que se cumplen todas
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estas circunstancias, la fibra muscular es valida para su registro de mEPPs durante 1
minuto. Por cada experimento realizado se registra un minimo de 15 fibras, y estos se
comparan con los resultados control realizados previamente en otros musculos LAL
(actualizados continuamente) siguiendo el mismo procedimiento, recorriendo la misma
zona y areas de inervacién, con las mismas condiciones ambientales y contexto, pero

en nuestro caso, sin la aplicacion de ningln proceso estresante.

En todos los experimentos se recambia el Ringer cada 15-30 minutos, con el
objetivo principal de mantener viva la muestra en todo momento. Se han utilizado un
minimo de 3 musculos por cada tipo de experimento estudiado. Ademas, en todos
ellos, la temperatura y la humedad en el area de trabajo se mantienen constantes y
monitorizados, estableciendo unos gradientes estables de 26°C (x 2°C), y 50%
respectivamente, y asi evitar las diferencias de temperatura entre los ensayos

realizados en distintas épocas del afio.

Figura M. 7. Registros intracelulares de mEPPs. 1) Varios eventos consecutivos registrados pertenecientes a un
mismo contacto sindptico superpuestos, tal como se visualiza habitualmente en el osciloscopio. 2) Ejemplo de un
mEPP aislado que permite evidenciar que presenta unas caracteristicas muy similares a las del EPP. 3) Amplitud
(expresada en mV), correspondiente a la distancia desde la base del potencial hasta el punto maximo del episodio.
Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de Histologia y Neurobiologia de la URV.
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3.6.4.- Parametros evaluados.

3.6.4.1.- Potencial de membrana.

La determinacion del potencial de membrana se efectua tanto durante el
registro de los episodios de los experimentos control, como de los experimentos de
estrés. Como hemos comentado mas arriba, tiene que ser siempre < -50 mV y se debe
procurar que no presente una variacion de 5 mV en el transcurso de la grabacién. Si
se visualiza una caida del potencial muy evidente a medida que va transcurriendo el
experimento, puede ser significativo que la muestra se ha degradado, o bien que la
membrana esta en mal estado. Es muy Util, el hecho de hacer una comparacién entre
los distintos potenciales de los distintos experimentos, para poder averiguar la causa
de una posible variacion significativa. Alteraciones en el electrodo de registro (aunque
se recambia regularmente), alteraciones o contaminaciones en las soluciones
utilizadas (como el Ringer), o dafios del musculo durante el proceso de diseccién, son
varios ejemplos habituales que se pueden producir durante el procedimiento
electrofisiolégico, y una deteccién precoz de estos errores puede evitar sesgos en el

andlisis experimental final.

3.6.4.2.- Frecuencia de los mEPPs.

La frecuencia de los potenciales de placa espontaneos corresponde a la
cantidad de episodios que aparecen durante el minuto que dura el registro intracelular.
Esta informacién nos ensefia cambios que se producen a nivel presinaptico; en
nuestro caso, concretamente, pertenece al nimero de vesiculas de acetilcolina que se

liberan estocasticamente. La frecuencia se expresa en eventos por minuto.

3.6.4.3.- Amplitud de los mEPPs.

La amplitud de los potenciales de placa espontaneos, como ya se ha explicado
anteriormente, consiste en la altura desde la linea de base del propio potencial hasta
el punto maximo del episodio. En este caso, su mediciébn nos da una valiosa
informacion sobre el estado del componente postsinaptico de la fibra. Por ejemplo, una
amplitud pequefa puede significar que nos encontramos lejos de la unién
neuromuscular (sobretodo con un tiempo de subida largo), o en caso contrario, una
amplitud inexplicablemente grande puede indicarnos alteraciones en alguno de los

componentes que estan trabajando (por ejemplo, una contaminacion de la solucién
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Ringer). Se expresa en mV (milivoltios), haciendo un promedio final de los eventos que

aparecen durante el minuto que dura la grabacién.

3.6.5.- Andlisis estadistico.

Para interpretar los episodios registrados durante el experimento de
electrofisiologia, se ha utilizado en un primer momento, el sistema informatico
Axoscope 10.2. Con este software utilizado para almacenar los eventos en el
ordenador, se puede ademas analizar individualmente cada fibra, eliminando
artefactos y eventos no significativos que puedan haber superado el filtro del registro.
Para el analisis final de los datos se ha usado en un primer momento, Microsoft
Excel®, y posteriormente el software estadistico SPSS® v19,0. Los valores se han
expresado como media + SEM, y también como % de variacion, definido como [valor
final / valor inicial] x 100. Se utiliz6 la prueba Student’s t-test para la comparacién de
las diferencias existentes entre el grupo control y el grupo experimento. La

significacion entre resultados se establecié en P < 0,05.

De forma resumida, esta técnica electrofisiolégica nos permite entender y
reconocer los cambios que se producen en la actividad neuromuscular intracelular,
evaluando la neurotransmision espontanea que se produce posterior a un estimulo
estresante, y comparando estos resultados con las otras técnicas expuestas para ver
si se puede establecer un patron de relacion con algunas de las caracteristicas tipicas

presentes en el SDM.

Tabla M. 1. Materiales y soluciones utilizadas durante los experimentos electrofisiolégicos.

Materiales y soluciones quimicas utilizadas

Tribromoethanol (TBE) 2% (2 g de 2, 2, 2-Tribromoethanol por cada 100 ml de H20
bidestilada): solucién anestésica para el raton (0,15 ml de TBE por cada 10 g de peso del
animal).

Solucion fisiologica Ringer (proporciones correspondientes a 1 litro, a enrasar todo
mediante H20 bidestilada): NaCl 1M, KCI 0,5M, NaHCOs 0,5M, Na:HPO4 0,1M, CaClz 0,2M,
MgSOs4 0,1M; antes de ser utilizada, se afiade también glucosa 11 mM (0,218 g por cada 100
ml de solucién “Ringer”, y (CH3)2SO > 99,5%.

Carbdgeno: Sistema de burbujeo constante para oxigenar la muestra (95% de Oz y 5% de
COy).
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Utillaje para la diseccion del LAL: Lupa binocular estereoscépica, matraz aforado de 100
ml, instrumentacion microquirdrgica (pinzas, tijeras), vaso de precipitados, placa de Petri
recubierta de Sylgard®, pipetas, puntas de pipetas de un solo uso, agujas entomoldgicas.
Camara de registro: Camarilla de 1,5 ml, especialmente disefiada para el registro
electrofisiologico.

Electrodo de registro de vidrio: Capilar de borosilicato convencional (GC150F-10, Harvard
Apparatus Ltd., diametro interno 0,86 mm, diametro externo 1,5 mm).

Electrodo de registro de plata: Filamento de plata, previamente clorurado (mediante KCl 2
M); sirve para conectar el primer electrodo con el aparato de electrofisiologia.

Electrodo de referencia extracelular (Ag-AgCl): Filamento de plata, de forma helicoidal, y
previamente clorurado también; sirve para conocer el estado del medio extracelular y
compararlo con los cambios intracelulares durante el experimento.

Puente de agar (3,5% agar en 137 mM NacCl): Puente de conexién entre el misculo y el
electrodo de referencia.

“Puller” (The P-97 Flaming/Brown type micropipette puller, Sutter Instrument ®,
U.S.A.): Este aparato calienta el capilar, y lo estira, deshaciendo el centro hasta formar dos
electrodos de registro con una punta de aproximadamente 1um y una resistencia de 20-40
MQ, ideal para trabajar intracelularmente.

Generador de corriente continua (ACL-01, serie n°® 0090018; npi electronic GmbH,
Tamm, Germany): Aparato para clorurar el electrodo de plata de registro

Multivoltimetro digital Velleman DVM92 (Velleman NV, Gavere, Belgium): Permite la
comprobacion de una correcta cloruracion por parte del electrodo de plata de registro.
Temporizador electrénico: Necesario para el control de los tiempos de cloruracion,
recambio de Ringer y diseccidn, principalmente.

Equipo completo de electrofisiologia: Microscopio y zona de colocacion de la muestra,
micromanipulador y unidad aisladora, amplificador (Tecktronics, AMS02, Tektronix, Inc.,
Beaverton, OR, EUA), multivoltimetro, tabla digitalizadora (DIGIDATA 13222, Interface, Axon

Instrument Inc., Weatherford, TX, EUA), sistemas informéticos (software Axoscope 10.2,

Microsoft Excel®, y software estadistico SPSS® v19,0).

3.7.- REGISTRO ELECTROMIOGRAFICO.

3.7.1.- Conceptos basicos.

Mediante electromiografia de aguja concéntrica, podemos registrar la actividad
eléctrica espontanea (AEE), y, por lo tanto, nos da mucha informacién sobre la

actividad neuromuscular en reposo del muasculo en su conjunto. Esta metodologia
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permite evaluar distintas actividades de una misma zona en periodos de tiempo y
situaciones distintas a lo largo de la vida del animal con el objetivo de determinar
aumentos, disminuciones y/o variaciones en la funcién muscular. Con el uso de este
procedimiento, no se requiere la extraccidbn del musculo correspondiente, es una
técnica in vivo - in toto.

En todos los experimentos se realiza un registro en este caso extracelular a
partir de la insercién de una aguja de registro en la zona adyacente a un area donde
haya concentracién de contactos sinapticos, pero sin llegar nunca a entrar en contacto
con el muasculo a evaluar, ya que una lesion del tejido alteraria por completo la
informacién de la grabacion. Esta actividad se refleja como el ruido de placa.

La representacion electromiografica del ruido de placa consiste en una
anfractuosidad de la linea de base, y que se produce teéricamente al acercarse,
mediante el electrodo de registro, a la zona conocida como “sitio activo”. Esta sefal
eléctrica se transduce a sonido y recuerda el oleaje del mar. Su frecuencia se puede
analizar con la ayuda de un contador de frecuencia digital. El ruido de placa esta
compuesto por una serie de eventos que por su distribucién recuerdan claramente a
los episodios obtenidos durante el registro intracelular; al igual que la neurotransmision
espontanea, representa la actividad de la despolarizacion de la placa motora por la
liberacion basal de acetilcolina, pero en el caso del ruido corresponde a la lectura de
un sumatorio de fibras musculares a la vez (ya que la informacién es extracelular),
mientras que los mEPPs solamente corresponden al analisis de una Unica fibra

muscular. En la Figura M.8 se muestran ejemplos de este ruido de placa.

Sin ruido de placa —

Ruido de placa i\ UW’W

Figura M. 8. Registro electromiografico. En la izquierda, esquema de como se realizan los registros cerca de los
sitios activos. En la parte derecha de la imagen se muestra la linea de base plana cuando no aparece ruido de placa, y
con anfractuosidades cuando si aparecen los eventos, dando esta forma tan caracteristica de picos seguidos (el
nimero de eventos es directamente proporcional con la frecuencia del ruido correspondiente). Fuente: Archivo de
imagenes de la Unidad de Histologia y Neurobiologia de la URV.
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3.7.2.- Composicién del equipo de electromiografia utilizado.

Al igual que sucede con las otras técnicas electrofisiolégicas convencionales la
finalidad de esta metodologia es la de extrapolar la informacion fisiolégica obtenida del
muasculo y compararla en distintas situaciones experimentales. El equipo de

electromiografia usado consta de los siguientes elementos.

3.7.2.1.- Electrodo de aguja monopolar (Natus Manufacturing Limited).

Este electrodo de registro especifico extracelular consiste en un alambre sélido
de acero inoxidable, de unos 0,4 mm de diametro, recubierto con teflon excepto en su
punta, empleado en electromiografia para registro de las diferencias de potencial entre
el electrodo de referencia y el area activa del electrodo en la punta no aislada
(insertada en este caso al musculo a registrar). Con este sistema se facilita la
captacion de la actividad de varias fibras musculares. En este caso, a diferencia del
registro intracelular, el electrodo no tiene que adaptarse a las medidas celulares del
miocito, ya que la informacion se obtiene de varios de ellos a la vez, y sin la necesidad
de atravesar su citoplasma. Aunque también es posible utilizar un electrodo de aguja
concéntrica por su similitud y su forma de uso (Howard y cols., 1988) (ver la
descripcion y estructura en la Figura M.9), la mayoria de los estudios que evallan
comparativamente los dos sistemas se decantan por el uso de las agujas
monopolares. Estas agujas son mas selectivas ya que no pueden registrar la actividad
de las fibras mas alejadas de la zona, y son mucho mas eficientes captando
informacion de las fibras mas cercanas a su radio de actuacion (Nandedkar y Sanders,
1991; Dumitru y cols., 1997). No obstante, también existen estudios que defienden en
parte el papel de las agujas concéntricas, en las que destacan su capacidad para
detectar mas sitios con actividad espontanea, pero al mismo tiempo sugieren que el
aumento de lesion tisular que provoca su estructura biselada podria explicar tanto su
mayor sensibilidad encontrada como la incomodidad y la sensacion dolorosa de los

pacientes cuando experimentan su uso (Sherman y cols., 1990).
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Figura M. 9. Representacion de un electrodo de aguja monopolar (1) y un electrodo de aguja concéntrico (2),
juntamente con la distribuciéon esquematica de las fibras musculares que pertenecen a una unidad motora. 1)
El electrodo monopolar tiene un territorio de registro circular, y aunque no es capaz de registrar la actividad de las
fibras distantes, el limite redondo pequefio, contiene méas cantidad de fibras captadas; 2) El electrodo concéntrico, en
cambio tiene un territorio de grabacién semicircular, y aunque es capaz de quedarse con informacién de fibras
distantes, tiene menos capacidad cuando se analiza informacién de su entorno mas cercano. Fuente: Imagen extraida
del estudio de Nandedkar y Sanders, 1991.

3.7.2.2.- Electrodo de referencia.
Este segundo electrodo remoto acostumbra a ser otra aguja de acero
inoxidable (basicamente un electrodo monopolar, pero sin aislamiento), insertada

subcutdneamente en la pata o la cola.

3.7.2.3.- Equipo de electromiografia.
El aparato utilizado es un electromiégrafo comercial (Medelec Mystro plus,
GR20; Teca Medelec, London, UK).

3.7.2.4.- Contador de frecuencia.

En este caso y para una correcta interpretacion de la frecuencia del ruido de
placa analizado, se utiliz6 un contador de frecuencia portatil mediante la aplicacién
para smartphone “Audio Frequency Counter”. Este dispositivo es capaz de medir la
frecuencia fundamental de un sonido con una gran precision (Murphy y King, 2016). El
procedimiento fue muy simple; en el momento que se abre la aplicacion se empieza a
grabar el sonido recibido por el micréfono en un archivo de audio con la frecuencia de
muestreo maxima que permita el smartphone utilizado durante el experimento
(normalmente la mayoria de los dispositivos moviles tienen una muy parecida). Se
pueden modificar los filtros para eliminar o minimizar artefactos no deseados en la

sefal obtenida. De todas formas, es importante advertir que, si en el entorno de
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actuacion o en sus proximidades existen ruidos varios, estos pueden interferir con el
contador de frecuencia falseando los resultados. Por lo tanto fue imprescindible
focalizar su funcionamiento en una sola sefal, lo suficientemente alta para que el
contador puede separarla del ruido de fondo y solo contar esta forma de onda, y
realizarlo en un entorno de ruido bajo, aislado para poder evitar sefiales a veces
imperceptibles, como la producida por las redes inaldmbricas (cabe destacar que
previamente se hacia una grabacion del ruido de fondo con el objetivo de que esta
sefal se pudiera sustraer y diferenciar del ruido activo experimental, por eso es muy
importante mantener una uniformidad del entorno). Partiendo de la base que la sefial
electromiogréfica tiene que ser aproximadamente 10-15 veces mas fuerte que
cualquier otra sefial que se encuentre en la misma area, y que es necesario que el
contador esté fisicamente cerca del ruido experimental, decidimos conectar la entrada
de audio del smartphone a la salida de audio del aparato de electromiografia mediante
un cable adaptado para esa finalidad. Existen estudios que apoyan el uso de
smartphones como dispositivos de monitoreo y evaluacion del ruido, por su
efectividad, precision, facil manejo y bajo coste (Crossley y cols., 2020).

Tanto el equipo electromiogréafico, como el contador de frecuencia se muestran
en la Figura M.10. Su ubicacién se encuentra en una sala aislada, para eliminar o al
menos minimizar ruidos externos que puedan alterar el analisis de la frecuencia

durante el experimento.

L]

Figura M. 10. Sistema d’electromiografia. Desglose de los elementos principales. 1) Electromiégrafo convencional
(Medelec Mystro plus, GR20). Se muestra un ejemplo de ruido de placa; 2) Contador de frecuencia (Audio Frequency
Counter). Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de Histologia y Neurobiologia de la URV.
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3.7.3.- Procedimiento de registro electromiografico.

Las agujas monopolares convencionales registran una semiesfera de un radio
de aproximado de 1mm (dentro de este volumen se encuentran alrededor de unas 100
fibras musculares; Mills, 2005). Recientemente, Yin y colaboradores (2019), realizaron
una investigacion muy completa de la distribucién espacial de los terminales de placa
motoras con el objetivo de comprender mejor la actividad neuromuscular.
Establecieron un patrén laminar organizado, y en el que la integridad de este grupo de
laminas permitia reflejar el estado funcional de los musculos. De esta forma, la
cantidad de cientos de fibras musculares que pertenecen a una unidad motora se
distribuyen ampliamente y de forma organizada en toda la seccién transversal del
musculo, y, por lo tanto, si no se mueve el electrodo y se centra el registro solamente
en una region, sin marcar una distribucion de actuacion, es muy probable que no se
consiga obtener la infomacion correcta, ya que dentro del area escogida solamente
habréa unas pocas fibras de una sola unidad motora. Por lo tanto, sabiendo que esta
disposicién de los terminales de placa motora puede afectar a los registros eléctricos
obtenidos, y con el fin de asegurarnos de cubrir la totalidad del masculo durante el
transcurso del analisis electromiografico y no repetir zonas de ruido previamente
exploradas, dividimos la estructura en 12 &reas virtuales tal como se puede ver en la
Figura M.11. Este método fue inicialmente descrito por Prodanov y colaboradores
(2005) que, mediante el ensamblaje de mapas tridimensionales de las placas
terminales motoras de los mudsculos gastrocnemio medial y lateral, en la que su
distribucidn se constituia en columnas a lo largo de su eje longitudinal, y dispuestas de
proximal a distal.

En reposo se valora la denominada actividad eléctrica espontanea (AEE); los

cambios evaluados en la frecuencia determinaran si esta actividad es anormal o no.
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Figura M. 11. Protocolo de registro EMG. 1) Se utiliz6 la musculatura de las dos patas de cada animal para el
registro, manteniendo siempre la izquierda para el control y la derecha para el experimento correspondiente; 2) La zona
se divide en 12 areas para que el registro resulte lo mas completo posible; 3) Fase de registro EMG de la pierna
experimental derecha en un roedor previamente anestesiado. Fuente: Archivo de imagenes de la Unidad de Histologia
y Neurobiologia de la URV.

Para el correcto progreso de los experimentos de electromiografia es
importante una cierta preparacion de la zona muscular a registrar. Por este motivo,
cuando el animal ya se encuentra bajo los efectos de la anestesia, se procede a abrir
la piel y la aponeurosis (ver utillaje en la Tabla M.2) de la parte posterior de la pierna
del raton, procurando no dafiar los vasos o los musculos adyacentes a la zona, ya que
el sangrado repercute negativamente en los registros. El siguiente paso es fijar las
extremidades del animal, para evitar movimientos involuntarios que puedan producir
algun tipo de sesgo en la sefal, y se procede al registro. La aguja se inserta
lentamente en el muasculo, intentando producir el minimo dafio posible, y una vez
dentro, se rota para grabar en todas las direcciones posibles. El avance con el
electrodo dependera del momento en que se empiece a escuchar el cambio de ruido
que nos indique el sitio de registro correcto. Hay que tener en cuenta que el momento
de transicion con el ruido representa un desplazamiento minimo de la aguja, una
simple presion lateral en el eje de esta puede ser suficiente para que la actividad
eléctrica aumente o disminuya, y por lo tanto es basico evitar movimientos bruscos
durante su ejecucion. También es muy importante repetir siempre el mismo patron,
siempre desde las areas mas inferiores hacia las mas superiores, y de los extremos al
centro del masculo; de esta forma, conseguimos evitar dafiar los puntos nerviosos y
vasculares mas proximales, al menos hasta concluir el experimento. Finalmente, se
evalla la pantalla del electromiégrafo, y si la sefal es correcta (sin artefactos o
alteraciones que sea indicio de alguna patologia), se procede a grabar el ruido de
placa.

Los experimentos se llevaron a cabo de la siguiente manera: 1) registro control

de la parte posterior de la pierna izquierda del raton, 2) procedimiento de estrés una
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vez el animal se encuentra recuperado de este primer registro, 3) examinacion
experimental de la parte posterior de la pierna derecha del animal. Los registros EMG
siempre se obtuvieron utilizando un minimo de 3 musculos por cada tipo de estrés
estudiado. Ademas, en todos ellos, la temperatura y la humedad en el area de trabajo
se mantienen lo mas constantes posibles para evitar estas variables inter e
intraindividuales, estableciendo unos gradientes estables de entre 22 y 26°C (x 2°C), y
50% respectivamente (Margalef y cols., 2019). Con el objetivo de comprobar si el
registro obtenido es fiable se realizaron, previamente a los experimentos, controles de
todo el procedimiento EMG, pero sin aplicar ningun tipo de estresor. El procedimiento
para estos experimentos sham fue un primer registro de la parte posterior de la pierna
izquierda del raton, y se esperaron 12 horas para registrar la pata derecha del animal
(% del control: 101,06 + 0,90, N = 3 animales).

3.7.4.- Parametros evaluados.

3.7.4.1.- Numero de areas con ruido de placa.

Partiendo de la base que dividimos previamente el misculo en 12 cuadrantes
imaginarios para abarcar por completo todas las regiones del muasculo (ver Figura
M.9), se realiza un recuento del nimero de areas que presentan un aumento
significativo y electromiograficamente cuantificable de su actividad eléctrica
espontdnea (ruido de placa). Este dato es comparado con las éareas activas

encontradas en la pierna control del mismo animal.

3.7.4.2.- Frecuencia de los eventos en el ruido de placa.

La frecuencia del ruido de placa corresponde al niumero de eventos que
aparecen durante el tiempo determinado que dura el registro extracelular, y fue
obtenida mediante la aplicacion para smartphone “Audio Frequency Counter”. Esta
informacion, al igual que con la electrofisiologia, nos muestra variaciones generadas a
nivel presinaptico, pero con la diferencia que esta vez corresponde a un grupo de
varias fibras musculares, y no solamente a un solo miocito. La frecuencia se expresa
en Hz (hercios).

Alteraciones en el electrodo de registro (que es conveniente ir recambiando
regularmente), interferencias en la frecuencia por otros ruidos ambientales o lesiones

durante el proceso de grabacién, entre otros, pueden ser algunas de las causas mas
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habituales que pueden interferir en la correcta captacion de las sefiales y que sera

preciso evitar o al menos minimizar.

3.7.5.- Andlisis estadistico.

Para interpretar los eventos registrados durante los experimentos
electromiogréaficos se us6 en un primer momento Microsoft Excel® para recabar los
datos y posteriormente el software estadistico SPSS® v19,0. Los valores se han
expresado como media + SEM. Los resultados se expresaron como % de variacion,
definido como [valor final / valor inicial] x 100. Se utilizé la prueba Student’s t-test para
la comparacion de las diferencias existentes entre el grupo control y el grupo

experimento. La significacion entre resultados se establecié en P < 0,05.

A modo de resumen, la electromiografia nos permite identificar cambios que se
producen en la actividad neuromuscular desde un punto de vista extracelular, que
deberian seguir una tendencia parecida a la encontrada mediante los experimentos

electrofisiol6gicos de registro intracelular comentado en el apartado anterior.

Tabla M. 2. Materiales y soluciones utilizadas en los procedimientos electromiograficos.

Materiales y soluciones quimicas utilizadas

Tribromoethanol (TBE) 2% (2 g de 2, 2, 2-Tribromoethanol por cada 100 ml de H20
bidestilada): solucién anestésica para el ratdn (0,15 ml de TBE por cada 10 g de peso del
animal).

Utillaje para la preparacion del muasculo a registrar: Instrumental de microcirugia para el
corte de la piel (pinzas, tijeras) material de sutura para suturar la zona posteriormente a la
grabacion.

Electrodo de aguja monopolar (Natus Manufacturing Limited): Alambre solido de acero
inoxidable, de unos 0,4 mm de diametro, recubierto con material aislante excepto su punta.
Electrodo de referencia: Aguja hipédermica de acero inoxidable, sin aislamiento alrededor.
Equipo completo de electromiografia (Medelec Mystro plus, GR20; Teca Medelec, London,
UK).

Contador de frecuencia: Este aparato movil funciona contando el nimero de oscilaciones
en las ondas aéreas durante un periodo de tiempo determinado, dando la frecuencia de estas

oscilaciones, y, por lo tanto, la frecuencia de transmisién.
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3.7.6.- Artefactos mas comunes en la electrofisiologia.

Con la obtencién de los registros electromiograficos y electrofisioldgicos se
pueden extraer resultados de interés y determinar la influencia del estrés en estos
parametros estudiados. No obstante, es importante tener en cuenta que esta sefial se
va a obtener seguramente mezclada con informacion sobrante que no solamente
puede entorpecer la tarea realizada, sind que puede llegar a plantearnos resultados
erréneos, y por lo tanto hay que considerarlos (Hagg, 1985). Para poder eliminarlos
adecuadamente y evitar estos sesgos, es importante saber identificarlos. El ruido o
interferencia que puede afectar tanto a las sefales EFG como EMG captadas, esta

compuesto por estos distintos origenes.

3.7.6.1.- Artefactos debidos a los dispositivos electrénicos.

Cualquier tipo de aparato o sistema digital genera un ruido eléctrico. Este tipo
de ruido presenta componentes de frecuencia muy variables, y aunque puede ser
eliminado en muchas ocasiones a partir del propio instrumental informatico, el proceso
de utilizacion de estas técnicas se realiza en zonas aisladas y en las que podamos
minimizar este cruce de informacion. De hecho, como hemos comentado
anteriormente, rodeando la distribucion del sistema de electrofisiologia existe una caja
de Faraday, trascendental para un buen bloqueo de las sefiales electromagnéticas

externas que no nos interesen para el experimento.

3.7.6.2.- Artefactos de movimiento.

Este tipo de interferencia puede ser generada por el movimiento de los cables
gue se encargan de conectar los electrodos al amplificador o a la tabla digitalizadora.
También existe otro tipo, mas especifico, relacionado con la diferencia de potencial
entre las distintas capas de los tejidos, especialmente en los registros
electromiograficos se puede encontrar mas de una superficie durante la penetracion
del electrodo. Este tipo de artefacto, debido a la inserciéon de la aguja, es conocido
como ruido o potenciales de insercién. En este caso la solucion es mas sencilla,
simplemente con el movimiento de la aguja para su recolocacion, se esperan unos
segundos para ver si la respuesta eléctrica sigue (lo que seria indicativo de ruido de
placa), o por lo contrario desaparece (lo que supondria ruido de insercion). En nuestro
caso, es importante que en los estudios “in vivo” se controle constantemente la
anestesia del animal, ya que una ligera contraccién activa también supondria una

alteracion de los resultados.
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3.7.6.3.- Ruido electromagnético.

El tejido, y el cuerpo en general, presentan un comportamiento similar al de una
antena; la superficie corporal es capaz de absorber tanto emision eléctrica como
magnética con facilidad. Esto puede significar facilmente una superposicién en la sefal
captada, o directamente, una cancelacion del estimulo registrado. Evitar la exposicién
a este ruido, tanto por parte del animal de experimentacién como del experimentador,
resulta imposible, y aunque gran parte del procesamiento posterior, y la aplicacion de
filtros puede minimizar su efecto, en los estudios electromiograficos es muy util usar
ademas un electrodo de tierra, que permite disminuir los diferentes artefactos

eléctricos que puedan producirse.

3.7.6.4.- Seiial cruzada (“cross-talk signal”).

Es necesario considerar que alguna parte de la sefial captada puede proceder
de otros musculos adyacentes al area de estudio. Esta actividad afiadida se puede
superponer a la sefial EMG e interferir con el registro. Este tipo de interferencia se
puede reducir eligiendo el tamafio de los electrodos, como también aumentando el

control de su insercion y movimiento durante el registro.

3.8.- TECNICA PAS-ALCIAN.

Conocer la formacion y la ubicacion de los PGM es de gran ayuda para
entender su desarrollo y funcionalidad. La identificacion de estos puntos
desencadenantes, idénticos a los que se pueden encontrar en tejido humano, y
situados alrededor de las placas motoras disfuncionales del animal, se puede
conseguir mediante la observacion histolégica de caracteristicas musculares distintas,
y cambios en las sustancias bioquimicas presentes.

Para la correcta realizacion de la tincion del masculo se us6 un protocolo
adaptado y combinado de una variante de la conocida técnica del Acido Periédico de
Schiff (PAS; ver Tabla M.3), uno de los métodos quimicos més utilizados en histologia
para identificar glicosaminoglicanos o glucidos tisulares, sumado a la tinciébn azul
Alcian (2,5 pH; ver Tabla M.3). Para la tincion de PAS, el masculo se trata con acido
periddico, y durante este proceso, que los 1,2-glicoles son oxidados a grupos aldehido.
Los aldehidos del reactivo de Schiff producen un color rojo/rosado, con lo que se
concluye con una reaccion de color especifico con el marcaje de mucopolisacaridos

neutros, entre otras sustancias. Ademas, si se combina la tincion de PAS con la de
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azul alcian a un pH de 2,5, nos permite la identificacion adicional de
glicosaminoglicanos acidos (GAGSs). El primer paso serd la diseccion del LAL y se
deposita en una placa de Petri recubierta de Sylgard®, sumergida en solucién Ringer
oxigenada para mantener el masculo vivo previamente a la tinciébn. Es conveniente
disecar al maximo las inserciones musculares, dejando Unicamente lo minimo para
poder estirar el LAL adecuadamente, ya que estas absorben también parte de los
colorantes. A partir de este momento se procede a aplicar la tincion.

Se sumerge el musculo en azul Alcian (2,5 pH) durante 15 minutos; se lava con
agua corriente durante unos 3 minutos para eliminar excesos y se realizan 2 cambios
posteriores de H,O bidestilada de 1,5 minutos cada uno de ellos; se introduce la
muestra en acido periodico (solucién al 0,5%; ver Tabla M.3) durante 1,5 minutos; se
lava con H2O bidestilada durante 1,5 minutos; reactivo de Schiff durante 7,5 minutos;
se lava con 2 cambios de H>O bidestilada, de 1,5 minutos cada uno; 3 cambios con
metabisulfito de sodio (solucién al 10%; ver Tabla M.3), cada una de 30 segundos; y
lavado con agua corriente durante 2,5 minutos.

Una vez tefido el musculo, se eliminan las inserciones y se coloca la muestra
en un portaobjetos fijandola de forma temporal con glicerina para una primera
visualizaciébn en el microscopio y, si se encuentra tefiida correctamente, para
conservarla sera necesario lavarla de nuevo con 3 cambios de H»O bidestilada de 5
minutos cada uno y se deshidratara, con una progresion de alcoholes de
concentraciones crecientes durante 10 minutos cada una) y, finalmente con 3 cambios
de xilol de 10 minutos. Finalmente, las muestras son montadas con la resina epéxida
DPX. Este procedimiento permitira frenar la autdlisis producida por las enzimas de las
propias celulas musculares, la putrefaccién causada por microorganismos adyacentes
y la descomposicion final de nuestra muestra. Estas muestras, después de un tiempo
prudencial de reposo, podran ser visualizadas con la ayuda de un microscopio laser
scanning confocal Nikon (TE 2000-E). Aumento inicial 200X.

Esta tincién se observa con cierta coloracion rosada, indicativa de la existencia
de GAGs neutros, combinada con una coloracion azulada, que marca la presencia de
GAGs acidos. En el caso de que la imagen presente nodos de contraccion, estos se
visualizaran como pequefios nddulos, con un parecido razonable al de un racimo de
uva, y que a mayor magnificacion deben de presentar un engrosamiento de la fibra

muscular, con sus sarcomeros contracturados.
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Tabla M. 3. Materiales y soluciones utilizadas durante la aplicacién de las técnicas morfoldgicas.

Materiales y soluciones quimicas utilizadas

Tribromoethanol 2% (2 g de 2, 2, 2-Tribromoethanol por cada 100 ml de H20 bidestilada):
solucion anestésica para el raton (0,15 ml de TBE por cada 10 g de peso del animal).

Utillaje para la disseccion del LAL: Lupa binocular estereoscopica, matraz aforado de 100
ml, instrumentacion microquirdrgica (pinzas, tijeras, etc), vaso de precipitados, placa de Petri
recubierta de Sylgard®, pipetas, pipetas Pasteur de un solo uso, agujas entomoldgicas,
portaobjetos y cubreobjetos.

Temporizador electrénico: Necesario para el control de los tiempos establecidos durante la
aplicacién de la técnica, y durante los procesos de deshidratacion de la muestra.

Técnica del PAS-Alcian (2,5 Ph)

- Acido Periddico (0,5%): 0,5 g de acido periédico en 100 ml de H2O bidestilada.

- Azul Alcian (pH 2,5): 1 g de Alcian Blue, 8GX disuelto en una solucién de éacido
aceético al 3% (3 ml de &cido acético glacial, a enrasar todo mediante 97 ml de H20
bidestilada hasta 100 ml). Importante que, con el objetivo de evitar precipitados que
puedan dafar la muestra, sera necesario utilizar un agitador para homogeneizar la
solucién por completo.

- Reactivo de Schiff, para la deteccion de aldehidos en la muestra (100 ml)

- Metabisulfito de Sodio (solucién 10%): 1 g de metabisulfito de sodio en 100ml de H20
bidestilada.

Glicerina (CsHsO3): necesario para el montaje provisional de la muestra.

Deshidratacién de la muestra: H20 bidestilada, para limpiar las impurezas y excesos de la
tincién; alcohol de graduacion progresiva (30%, 50%, 70%, 100%); xilol (CeHa(CHz)2).

DPX: para el montaje definitivo de la muestra.

Microscopio laser scanning confocal Nikon (TE 2000-E): Para la visualizacion de la

muestra (Aumento inicial 200X).

70



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
PARTICIPACION DEL ESTRES EN LA GENERACION DE PUNTOS GATILLO MIOFASCIALES
Marc Bosque Alberich

4.- RESULTADOS
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4.1.- ESTRES POR INMOVILIZACION.

Esta forma de estrés consisti6 en introducir a los ratones en jaulas de
inmovilizacion homologadas para esta finalidad, durante 1 hora, y se evaluaron los

distintos cambios histoldgicos, electrofisiolégicos y electromiograficos post-tratamiento.

4.1.1.- Electrofisiologia de registro intracelular.

Con el propésito de determinar cambios neuromusculares a nivel unicelular,
después de la aplicacién del estrés, se procedié a la extraccion del masculo LAL y
evaluar los parametros de frecuencia de aparicion y amplitud de los mEPPs.

Como se puede ver la la Figura R.1, en los registros posteriores a la aplicacion
de 1h de inmovilizacion, la frecuencia de aparicion aumenté alrededor de un 25% (%
de variacion respecto a control: 122,74 + 3,00; N=80 registros; P=0,027) respecto a los
valores control, y presentd una tendencia a la normalizacién a los 5 dias post-
tratamiento (% de variacion respecto a control: 118,1 + 5,2; N=53 registros; P=0,142).
Curiosamente, estos valores se mantuvieron cuando hubo el mismo tratamiento
aplicado de forma consecutiva durante 5 dias, respondiendo practicamente de la
misma forma que una Unica intervencion (% de variaciéon respecto a control: 128,94 +
9,05; N=64 registros; P=0,045).

La amplitud promedio de los mEPPS no presentd diferencias significativas
respecto al control en ninguno de los periodos post-tratamiento (maxima % de
variacion 10%) indicando pues que no se produce afectacidn postsinaptica durante la
aplicacion del estrés (datos no mostrados en las figuras). Con la determinacion del
potencial de membrana tampoco se detectaron cambios significativos (maximo % de
variacion registrado fue de 13,719%).

En resumen, existe un incremento en la frecuencia de los mEPPs debido a la
aplicacion de la inmovilizacion de muy bajo nivel que se mantiene por lo menos 5 dias.
Estos resultados evidencian que un factor estresante agudo no es suficiente para que,
al menos, los cambios electrofisiologicos compatibles con un posible SDM se
mantengan el tiempo suficiente. Por lo tanto, para poder confirmar esta afirmacion, se
estudio el efecto de otros factores estresantes agudos, y asi poder comprobar si se

mantenia el mismo patrén por parte del animal.
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Figura R. 1. Estrés por inmovilizacion. Registro intracelular. Porcentaje de valor experimental con respecto al
control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se
evalu6 1 hora, y 5 dias después del tratamiento de estrés o, al quinto dia, después de un estrés por reduccion de

movilidad de 1 hora durante dias consecutivos (5’dias). Los valores por encima de 100 indican el incremento producido.
*P < 0.05, n=3 animales para cada serie experimental.

4.1.2.- Electromiografia.

Con la intencion de validar los datos obtenidos con el registro intracelular
mediante el uso de otra técnica electrofisiolégica, se procedid a determinar el nUmero
de areas con ruido de placa terminal y su frecuencia de aparicién de eventos mediante
electromiografia de aguja.

Inicialmente, en un primer grupo experimental, y con el animal bajo anestesia,
se realizé una primera electromiografia control del paquete muscular posterior
izquierdo. Posteriormente, una vez el animal totalmente recuperado y despierto, se
introdujo en la camara de inmovilizacién, manteniéndolo inmovilizado durante 1 hora.
Seguidamente, se procedio a realizar el registro experimental del paquete posterior de
la pata derecha, 1 hora, 3 horas y 5 dias posteriores a la inmovilizacion. En la Figura
R.2 se puede ver que el nUmero de &reas aumenta un 60% significativamente durante

la primera hora posterior a la aplicacion del estrés (% de variacion respecto a control:
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167,14 + 12,82; N=3 animales, n = 36 registros; P<0,05), que se mantiene
practicamente durante las primeras 3 horas (% de variacidon respecto a control: 160 +
8,33; N=3 animales, n= 36 registros; P<0,05) para, paulatinamente ir disminuyendo
hasta llegar a los 5 dias (% de variacion respecto a control: 131,67 + 9,28; N=3
animales, n = 36 registros; P<0,05), aunque aun significativo respecto a los valores
control.

Con la intencion de aumentar la duracién y potencia de estos resultados, se
realizé un cuarto grupo experimental en que se sometié a cada ratén a 1 hora diaria de
inmovilizacion durante 5 dias consecutivos. Como se puede ver en la Figura R.2, se
obtuvo un incremento practicamente idéntico (% de variacién respecto a control:
136,25 + 6,46; N=3 animales, n = 36 registros; P<0,05) del nUmero de areas al que se
observé 5 dias después de la inmovilizacion.
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Figura R. 2. Estrés por inmovilizacion. Areas con ruido de placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al
control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en el eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se
evalud 1 hora, 3 horas y 5 dias después del tratamiento de estrés o, al quinto dia, después de un estrés por reduccién
de movilidad de 1 hora durante dias consecutivos (5'dias). Los valores por encima de 100 indican un incremento en el
namero de areas. *P<0.05, n=3 animales para cada tiempo post-tratamiento.

Por otro lado, cuando se evalué la frecuencia de aparicion de eventos (Figura
R.3) no se observo modificacion en ninguno de los distintos grupos experimentales
posteriormente a la inmovilizacién, manteniendo unos parametros muy parecidos entre

ellos a 1 hora (% de variacion respecto a control: 106,71+ 4,46; N=3 animales, n = 36
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registros; P>0,05), 3 horas (% de variacion respecto a control: 107,76 + 14,55; N=3
animales, n = 36 registros; P>0,05) y 5 dias (% de variacion respecto a control: 97,17 +
0,37; N=3 animales, n = 36 registros; P>0,05) posteriores a la inmovilizacion, e incluso
paso lo mismo cuando se valoraron los resultados de 5 dias consecutivos sometidos al
factor estresante (% de variacidn respecto a control: 108,19 + 3,64; N=3 animales, n =
36 registros; P>0,05).

200 -
180 -
160 -
140 -+

120 -+ 'I'

100

80 -
60 -

% respecto valores control

20 +

1h 3h 5d 5d (1h/d)
Tiempo post-estrés

Figura R. 3. Estrés por inmovilizacién. Frecuencia de eventos de ruido de placa. Porcentaje de valor experimental

con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en el eje de las abscisas. El tiempo post-

tratamiento se evalu6 a 1 hora, 3 horas y 5 dias después del tratamiento de estrés o, al quinto dia, después de un

estrés por reduccién de movilidad de 1 hora durante dias consecutivos (5'dias). Los valores por encima de 100 indican
el incremento producido. n=3 animales para cada tiempo post-tratamiento.

En resumen, se puede destacar un patron muy parecido al observado durante
los registros electrofisiologicos intracelulares, no obteniendo cambios en el ruido de
placa lo suficientemente importantes para plantear trascendentalmente el efecto de la
inmovilizacién como factor estresante. Ademas, con estos resultados obtenidos se
confirma una posible situacién de habituacion por parte del animal, ya que los

resultados finales fueron, de nuevo, redundantes.
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4.1.3.- Tincion PAS-ALCIAN.

Con el objetivo de tedir los glucosaminoglicanos (GAG) e identificar posibles
areas con nodos de contraccién, una vez aplicado el estrés en el animal, se procedi6 a
extraer el musculo LAL y se realiz6 la técnica PAS-Alcian.

Tal como se puede observar en la Figura R.4, las fibras musculares tratadas se
encuentran en buen estado, sin la presencia de nodos de contraccion asociados. Esta
imagen corresponde a uno de los experimentos que se realizaron 3 horas después a la
aplicacion de 1 hora de inmovilizacion. En ella no se aprecian cambios morfolégicos, ni
la presencia de nodos. Lo mismo sucedié con los otros tiempos estudiados, incluido
cuando se estresO a los animales 1 hora diaria durante 5 dias seguidos, en la que
tampoco se pudo observar la presencia de nodos de contraccion.

Figura R. 4. Estrés por inmovilizacion. Tincion PAS-Alcian. Imagen obtenida 3 horas post-inmovilizacién. No se
observan nodos de contraccion. Aumento inicial 200X.

4.2.- ESTRES POR NATACION FORZADA O PRUEBA DE PORSOLT (FST, forced

swim test).

Esta técnica se basé en introducir a los ratones en un cubiculo lleno de agua a
21°C de paredes lisas durante 6 minutos, posteriormente a la habituacion
correspondiente, y se analizaron morfolégicamente y funcionalmente los resultados de
forma inmediata, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias posteriores a la aplicacion del

estrés.
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4.2.1.- Electrofisiologia de registro intracelular.

4.2.1.1.- FST a 37°C.

En los registros obtenidos inmediatamente después a la exposicion del animal
al FST con una temperatura del agua de 37°C, no se obtuvieron cambios en la
frecuencia de mEPPs respecto a los valores control (% de variacion: 96,79 + 6,17;
N=62 registros; P=0,793). Se repitid el registro a las 24h (% de variacion respecto a
control: 89,65 = 5,40; N=55 registros; P=0,403) y 48h (% de variacion respecto a
control: 95,20 + 4,58; N=56 registros; P=0,684) posteriores a la aplicacion del estrés,
esperando una posible reaccién tardia, pero se obtuvo un nulo efecto de este test a
una temperatura tan alta (ver Figura R.5). Tampoco hubo cambios significativos
destacables ni en la amplitud media de los mEPPs (maximo % de variacién obtenido
fue de 10% variacidn), ni en el potencial de membrana (maximo % de variacion fue de

10,873%) en ninguno de los periodos post-tratamiento.
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Figura R. 5. Estrés por “Forced Swimming test” adaptado a 37°C. Porcentaje de valor experimental con respecto al
control en el eje de las ordenadas y tiempo post tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post tratamiento se
evaluo6 inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después de un estrés mediante FST sin apoyo en el suelo de 6 minutos a
37°C. Los valores por encima de 100 indican el incremento producido en la frecuencia de mEPPs. n=3 animales para
cada serie experimental.
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4.2.1.2.- Habituacion previa al FST adaptado a 21°C.

Se procedi6é a la exposicién del animal al FST, pero en esta ocasion, con una
temperatura del agua mas baja cercana a los valores del método de Molendijk y de
Kloet (2019). Sin embargo, cabia la posibilidad que esa baja temperatura tuviera
repercusiones indeseables sobre la musculatura del raton y que eso alterase los
resultados. Por ese motivo se procedi6 a realizar registros de habituacion a esa nueva
temperatura de 21°C. El primer paso fue introducir el ratén en el recipiente con poca
agua (2-3 cms) a 37°C durante 6 minutos. Después de una recuperacién de 24 horas,
se realizd el mismo procedimiento, pero esta vez a 21°C durante otros 6 minutos mas.
Sorprendentemente, se obtuvo un aumento significativo de la frecuencia de los mEPPs
inmediatamente después al cambio de temperatura (% de variacion respecto a control:
137,11 £ 3,13; N=40 registros; P=0,0019), pero a las 24 horas posteriores la
frecuencia ya se encontraba normalizada (% de variacion respecto a control: 102,08 +
7,18; N=57 registros; P=0,877). La amplitud media de los mEPPS no present6
diferencias significativas respecto a los valores control (maximo % de variacion
obtenido fue del 10%). El potencial de membrana tampoco presentd cambios

significativos (maximo % de variacion registrado fue de 8,51%).
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Figura R. 6. Habituaciéon al “Forced Swimming test” a 21°C. Porcentaje de valor experimental con respecto al
control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se
evalu6 inmediatamente y 24 horas, después de una habituacion consistente a 6 minutos, con apoyo en el suelo, a

37°C, vy, 24 horas después, el mismo procedimiento, pero esta vez a 21°C. Los valores por encima de 100 indican el
incremento producido en la frecuencia de mEPPs. *P < 0.05, n=3 animales para cada serie experimental.

4.2.1.3.- FST a 21°C.

Una vez establecido que la temperatura, aunque al inicio generase cambios, se
normalizaba rapidamente y por lo tanto no suponia un factor afiadido prolongado en el
tiempo, se repetié el mismo FST que realizado a 37°C con el recipiente lleno de agua,

pero ahora con la temperatura de 21°C. Los resultados muestran que no hubo
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incremento significativo inmediato de los mEPPs (% de variacion respecto a control:
120,32 + 5,93; N=55 registros; P=0,109) y solo aumenté considerablemente a las 24h
(% respecto a control: 136,76 + 4,65; N=59 registros; P=0,0029). Como se vi6é en los
experimentos de habituacion, estos resultados indican que no ha interferido de manera
relevante la temperatura de 21°C en los resultados obtenidos. A partir de las 24h, se
produce un aumento gradual y progresivo de la frecuencia hasta llegar a las 48 horas,
momento en el que alcanza el pico mas alto (% de variacion respecto a control: 169,31
+ 3,73; N=63 registros; P<0,0001). Posteriormente se mantuvo elevado hasta 5 dias
posteriores a la aplicacién del FST (% de variacion respecto a control: 152,00 + 17,30;
N=57 registros; P=0,0128), para ir retornando a la normalidad hasta llegar al 7° dia (%
de variacién respecto a control: 117,50 + 1,02; N=55 registros; P=0,1192), en el que
claramente se marca esta tendencia menguante (ver Figura R.7). En este caso, se
obtuvieron disminuciones de un maximo de 20% en la amplitud media de los MEPPs a
las 48h y a los 7 dias en comparacion con los valores control, que no fueron
estadisticamente significativas. En el potencial de membrana tampoco encontramos
variaciones significativas (el méaximo % de variacion hallado fue de 16,8%) en ninguno

de los periodos post-tratamiento.
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Figura R. 7. Estrés por “Forced Swimming test” a 21°C. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en
el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalud
inmediatamente, 24 horas 48 horas, 5 dias y 7 dias, después de un estrés mediante FST sin apoyo en el suelo de 6
minutos a 21°C. Los valores por encima de 100 indican el incremento producido en la frecuencia de mEPPs. *P < 0.05,
n=3 animales para cada serie experimental.
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En resumen, se confirma una relacion funcional existente entre los cambios en
la actividad sinaptica del musculo y el estrés agudo, en este caso, generado por el
FST adaptado a 21°C, sin una influencia directa de la temperatura en el proceso, pero
estos cambios, de la misma forma que sucedia con el estrés por inmovilizacién, no son
suficientemente drasticos para ser determinantes en la cronificacidn y/o mantenimiento
del SDM. El siguiente paso, pues es seguir estudiando factores estresantes agudos
que cumplan con un patrén parecido al establecido hasta el momento, para poder

preparar una estrategia de estrés cronico.

4.2.2.- Electromiografia.

4.2.2.1.- FST a 37°C.

Una vez despierto el animal de la electromiografia control realizada sobre el
paquete posterior de la pierna izquierda, se realizé la primera adaptacion del FST a
37°C, durante 6 minutos nadando (sin apoyo en el suelo). Posteriormente se procedio
al registro del triceps sural derecho, inmediatamente, 24 horas y 48 horas posteriores.
En los primeros registros obtenidos inmediatamente después a la exposicion del
animal a la natacion forzada a 37°C, se obtuvo un discreto, pero significativo,
incremento en el nUmero de areas con ruido de placa respecto a los valores control (%
de variaciéon respecto a control: 131,74 + 1,58; N=3 ratones, n = 36 registros;
P=0,0128) (ver Figura R.8). Pero estos datos disminuyeron rapidamente, y en el
siguiente registro a las 24 horas, ya se habian normalizado (% de variacién respecto a
control: 105,55 £ 5,55; N=3 ratones, n = 36 registros; P=0,506), y a las 48 horas
seguia con unos valores muy parecidos a los del control (% de variacion respecto a
control: 107,77 + 16,81; N=3 ratones, n = 36 registros; P=0,734).

Respecto a la frecuencia (Figura R.9), no se observaron cambios significativos
inmediatamente (% de variacion respecto a control: 114,87 + 4,59; N=3 ratones, n = 36
registros; P=0,185), y a las 24 horas se mantuvo practicamente igual (% de variacién
respecto a control: 117,19 £ 4,59; N=3 ratones, n = 36 registros; P=0,061), igual que a
las 48 horas, periodo en el que la normalizacién fue completa (% de variacién respecto
a control: 100,78 + 4,4; N=3 ratones, n = 36 registros; P=0,964).
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Figura R. 8. Estrés por “Forced Swimming test” a 37°C: Areas con ruido de placa. Porcentaje de valor
experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en el eje de las abscisas. El
tiempo post-tratamiento se evalu6 inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después de un estrés mediante FST sin apoyo

en el suelo durante 6 minutos a 37°C. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de areas.
*P< 0.05, n=3 animales para cada grupo experimental.

De este apartado pues se puede resolver que los resultados se encuentran
perfectamente acordes a los obtenidos durante el estudio electrofisiolgico intracelular

de este mismo método experimental.
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Figura R. 9. Estrés por “Forced Swimming test” a 37°C: Frecuencia de apariciéon de eventos de ruido de placa.
Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en el eje
de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalu6 inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después de un estrés
mediante FST sin apoyo en el suelo de 6 minutos a 37°C. n=3 animales para cada grupo experimental.
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4.2.2.2.- Habituacion previa al FST a 21°C.

A la vista de los exiguos resultados de los experimentos a 37°C se penso6 que
la temperatura del agua habia de ser menor. El disefio del experimento tiene que ser
suficiente para poder descartar la accion directa del frio sobre la musculatura y asi
asegurar que los resultados que se obtengan sean exclusivamente atribuibles al
estrés. Asi que el primer tipo de experimentos gque se realiz6 fue el de habituacién a
21°C con la cantidad minima de agua para que los animales no precisaran nadar
durante 6 minutos.

Inmediatamente al terminar la intervencion se observé un aumento de la
cantidad de areas activas (% de variacion respecto a control: 147,77 = 7,77; N=3
animales, n = 36 registros; P=0,004). De todas formas, como sucedio con los registros
intracelulares, los valores regresaron a control 24 horas después del proceso de
habituacion (% de variacion respecto a control: 108,33 + 8,33; N=3 animales, n = 36
registros; P=0,734) (Figura R.10).
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Figura R. 10. Estrés por habituaciéon al “Forced Swimming test” adaptado a 21°C: Areas con ruido de placa.
Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en el eje
de las abscisas. El tiempo post-tratamiento en el eje de las abscisas se evalué inmediatamente y 24 horas, después de
una habituacién consistente a 6 minutos, con apoyo en el suelo, a 37°C, y, 24 horas después, el mismo procedimiento,

pero a 21°C. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de areas. *P < 0.05, n=3 animales
para cada grupo experimental.

Respecto a la frecuencia de aparicion de eventos ninguno de los experimentos
realizados provocd ningun cambio significativo (ver figura R.11). Inmediatamente
también se produce un ligero incremento no significativo (% de variacién respecto
valores control: 118,55 + 1,53; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,393) pero a las 24
horas vuelve completamente a los valores control (% de variacion respecto a control:
100,33 + 1,35; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,946).
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Figura R. 11. Estrés por habituacién al “Forced Swimming test” adaptado a 21°C: Frecuencia de aparicion de
eventos de ruido de placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y
tiempo post-tratamiento en el eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente y 24 horas,

después de una habituacién consistente a 6 minutos, con apoyo en el suelo, a 37°C, y, 24 horas después, el mismo
procedimiento, pero a 21°C. n=3 animales para cada grupo experimental.

4.2.2.3.- FST adaptado a 21°C.

Posteriormente a un bajo y breve efecto del agua a 21°C durante el proceso de
habituacion, se procedi6 a realizar nuevamente el FST, manteniendo la temperatura a
21°C, pero en esta ocasion, con suficiente agua como para forzar la natacién del
roedor y asi provocar estrés. Como se puede ver en la figura R.12, se observé un
incremento inmediato del nimero de areas activas (% de variacién respecto a control:
125,39 + 5,72; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0237), que tuvo su punto algido a
las 24 horas (% de variacion respecto a control: 164,44 + 19,37; N=3 animales, n = 36
registros; P=0,0364), y que a pesar de sufrir una ligera disminucién a las 48 horas (%
de variacién respecto a control: 144,44 + 555; N=3 animales, n = 36 registros;
P=0,0149), se mantuvo elevado hasta 5 dias después de la aplicacion del estrés (% de
variacion respecto a control: 143,75 + 8,01; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0074).
A partir de aqui, la propensién de la actividad de las areas estudiadas fue la de volver
a los valores control iniciales, siguiendo un camino précticamente idéntico al obtenido
con la electrofisiologia de registro intracelular (% de variaciébn respecto a control:
101,111 + 10,59; N=3 animales, n = 36 registros; P=1).
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Figura R. 12. Estrés por “Forced Swimming test” a 21°C: Areas con ruido de placa. Porcentaje de valor
experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El
tiempo-post tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas 48 horas, 5 dias y 7 dias, después de un estrés mediante

FST sin apoyo en el suelo de 6 minutos a 21°C. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de
areas. *P < 0.05, n=3 animales para cada grupo experimental.

Por lo que concierne a los resultados de la frecuencia, tal como se puede ver
en la Figura R.13, encontramos algunas variaciones no significativas, aunque, en
términos generales, siguieron la misma dinamica que los experimentos anteriores, y se
mantuvieron dentro de los margenes de los valores control. En este caso, aunque
inmediatamente no se aprecié ninglin cambio (% de variacion respecto valores control:
103,68 + 5,79; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,8527), durante las primeras 24
horas sucedié un proceso invertido, en el que los parametros de la frecuencia incluso
disminuyeron por debajo de la linea de normalidad (% de variacion respecto a control:
80,85 + 3,94; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0565); seguidamente se producié un
aumento no significativo, de un 20% (% de variacion: 118,48 + 7,97; P=0,3281 a las 48
horas y % de variacion: 123,02 £ 2,22; P=0,3643 a los 5 dias, respectivamente; en los
dos casos: N=3 animales, n = 36 registros), que se mantuvo hasta el 7° dia posterior al
experimento, en el que se continué obteniendo valores control (% de variacion

respecto a control: 105,8 + 4,98; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,4301).
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Figura R. 13. Estrés por “Forced Swimming test” adaptado a 21°C: Frecuencia de aparicién de ruido de placa.
Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de

las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas 48 horas, 5 dias y 7 dias, después de un
estrés mediante FST sin apoyo en el suelo de 6 minutos a 21°C. n=3 animales para cada grupo experimental.

En definitiva, los cambios generados por el FST, de la misma forma que
sucedia en los registros de electrofisiologia, y siguiendo la misma linea que sucede
con la inmovilizacion, no persisten mas alla de 5 dias, y en todos los casos, al 7° dia

ya se observan valores practicamente control.

4.2.3.- Tincién PAS-ALCIAN.

Se realiz6 esta técnica en el LAL de animales a los que previamente se habia
aplicado el FST a una temperatura de 21°C, y con el objetivo de reducir el nimero de
animales sacrificados, s6lo en el periodo de tiempo post-tratamiento que present6
cambios mas significativos durante el desarrollo de las pruebas electrofisioldgicas, a
las 48 horas posteriores a la aplicacion del estrés. Aun asi, los resultados obtenidos
fueron similares a los obtenidos durante el estrés por inmobilizacién, y las imagenes
mostraban una completa integridad de las fibras musculares tratadas, sin la presencia
de nodos de contraccidbn en las zonas analizadas, ni rasgos caracteristicos que
pudieran remarcar de forma significativa la presencia de GAGs en areas especificas

del masculo, tal como podemos observar en la Figura R.14.
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Figura R. 14. Tincién PAS-Alcian. Estrés por “Forced Swimming test” adaptado a 21°C: Imagen obtenida a las 48
horas post-tratamiento. Desafortunadamente no se observaron nodos de contraccidon en ninguna area del musculo
(aumento inicial 200X).

De esta manera, el proximo factor estresante a estudiar fue la privacion de una
necesidad tan basica como el alimento y el agua y si pueden generar, a corto plazo, un
efecto mas marcado que el obtenido con los estresores utilizados hasta el momento.

4.3.- ESTRES POR PRIVACION DE COMIDA Y AGUA.

4.3.1.- Electrofisiologia de registro intracelular.

Los registros se realizaron después del ayuno impuesto a los animales durante
24h. Los resultados electrofisiologicos obtenidos muestran una curva muy parecida a
la obtenida con el estrés aplicado mediante el FST (ver Figura R.15). La reaccion en la
frecuencia de los mEPPs no fue inmediata (% de variacion respecto a control: 109,23
+ 12,98; N=67 registros; P=0,5368) si no que se desencadend pasadas las 24 horas
de la aplicacién del estrés (% de variacion respecto a control: 154,67 + 12,6; N=66
registros; P=0,0015). Al igual que sucedia en el estrés por FST, este incremento se
mantuvo elevado y estable hasta las 48h (% de variacién respecto a control: 144,44 +
7,91; N=67 registros; P=0,0014), y a partir de este momento, fue volviendo poco a
poco a la normalidad (% de variacion respecto a control: 124,97 + 6; N=59 registros;
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P=0,0491, a los 5 dias post-tratamiento) hasta los 7 dias (% de variacion respecto a
control: 94,62 + 5,97; N=51 registros; P=0,6741), donde se muestran ya valores
control. Por otro lado, la amplitud media de los mEPPs se mantuvo practicamente
idéntica en todos los experimentos al control, y solamente la encontramos mas baja (%
de variacion maxmima registrada fue de un 20%) 24 horas post-tratamiento, aunque
no estadisticamente significativa. Por otro lado, el potencial de membrana tampoco
presentd variaciones significativas en ninguno de los periodos post-tratamiento

comparativamente con el control (% de variacidn maximo observado fue de 11,22%).
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Figura R. 15. Estrés por “Privacion de comida y agua” durante 24 horas. Porcentaje del valor experimental con
respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-
tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias, después del estrés especifico. Los valores

por encima de 100 indican el incremento producido en la frecuencia de mEPPs. *P < 0.05, n=3 animales para cada
serie experimental.

Estos resultados refuerzan la idea que un factor estresante agudo por si solo no es
suficiente para generar cambios en la neurotransmision permanentes en el tiempo, al

menos lo suficiente como para alterar el cuadro neuromuscular.
4.3.2.- Electromiografia.

Respecto a los registros electromiogréficos, en la figura R.16 se puede ver que
el nimero de areas con ruido de placa incrementé paulativamente desde el registro

inmediato a la aplicacion del estresor (% de variacion respecto valores control: 121,31

*+ 2,54; N=4 animales, n = 48 registros; P=0,0248), y a las 24 horas sigue aumentado
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(% de variacion respecto a control: 148,214 + 4,45; N=4 animales, n = 48 registros;
P=0,0099), hasta llegar a un maximo a las 48 horas posteriores a la aplicacién del
estrés (% de variacion respecto a control: 156,111 + 12,18; N=3 animales, n = 36
registros; P=0,028); a partir de este momento, encontramos un decremento a los 5
dias (% de variacion respecto a control: 149,405 = 18,37; N=4 animales, n = 48
registros; P=0,0224) hasta que al 7° dia evaluado ya se registraron valores control (%

de variacién respecto a control: 116,98 + 1,65; N=3 animales, n = 36 registros;

P=0,2898).
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Figura R. 16. Estrés por privacion de comida y agua durante 24 horas: Areas con ruido de placa. Porcentaje de
valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas.
El tiempo post-tratamiento inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias, después del estrés especifico. Los

valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de areas. *P< 0.05, n=3-4 animales para cada grupo
experimental.

Cuando evaluamos la frecuencia de ruido de placa terminal representada en la
figura R.17, se observa una dinamica similar a la obtenida con el estudio de las areas,
aunque en este caso, ningun valor tuvo cambios significativos: Inmediato, % de
variacion respecto a control: 109,052 + 4,95, N= 4 animales, n = 48 registros,
P=0,5331; 24 horas, % de variacion: 123,77 + 3,38 N=4 animales, n = 48 registros,
P=0,1271; 48 horas, % de variacion: 131,24 + 7,2 N= 3 animales, n = 36 registros,
P=0,3; a los 5 dias, % de variacion: 126,26 + 14,28, N= 4 animales, n = 48 registros,
P=0,1135; a los 7° dias, % de variacion respecto a control: 98,41 + 3,41, N=3

animales, n = 36 registros, P=0,8842.
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Figura R. 17. Estrés por privacién de comida y agua durante 24 horas: Frecuencia de aparicion de eventos de
ruido de placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-

tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 diasy 7
dias, después del estrés especifico. *P< 0.05, n=3-4 animales para cada grupo experimental.

De este apartado podemos concluir que se obtienen valores similares a los
conseguidos con los estresores anteriores, marcando una predisposicién a cambios
neuromusculares similares, pero alcanzados mediante estimulos diferentes. El
siguiente paso es determinar si el aislamiento social puede seguir con el mismo

funcionamiento que las otras formas de estrés hasta el momento.

4.3.3.- Tincién PAS-ALCIAN.

Viendo los resultados obtenidos durante la realizacion de las técnicas
morfolégicas en los musculos de los dos factores estresantes anteriores, y valorando
la posibilidad de que se repitiese el mismo resultado negativo debido a la similitud que
presentaban los resultados electrofisiolégicos analizados previamente, no se siguio
aplicando esta tincibn en los musculos obtenidos mediante factores estresantes
agudos con un incremento de la frecuencia de mEPPs menor al 200%. En estudios
previos de nuestro laboratorio (Margalef y cols., 2019) se obtuvieron nodos de
contraccion a valores superiores al 200% de incremento de la neurotransmision
espontanea. De esta forma, reduciendo aquellos experimentos con poca probabilidad

de aporte cientifico, esta tesis se adecua al reglamento de la Directiva del Consejo de
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la Comunidad Europea de noviembre de 1986 (86/609/EEC) para la manipulacion de
animales de laboratorio, y contemplando las directrices establecidas en la ley 5/1995,
del 21 de junio, de proteccién de los animales usados para la experimentacion y por

otras finalidades cientificas, aprobada por el Parlamento de Catalunya.

4.4.- ESTRES MEDIANTE AISLAMIENTO SOCIAL.

Para el desarrollo de este factor estresante, se us6 una jaula metabdlica
convencional de paredes lisas con 320 cm? de superficie y 14 cm de alto, mediante la
cual se retuvo y se limité la actividad metabdlica y funcional del roedor durante un
periodo de 24 horas. Los ratones, son animales sociales y este aislamiento (un Unico

animal por jaula) los estresa.

4.4.1.- Electrofisiologia de registro intracelular.

En la primera tanda de experimentos, inmediatamente después de las 24 horas
en la jaula metabdlica, la frecuencia de aparicion de mEPPs aumento ligeramente y de
forma no significativa (% de variacion respecto a control: 120,24 + 3,80; N=59
registros; P=0,0871). A las 24 horas se obtuvo el primer aumento significativo (% de
variacion respecto a control: 130,86 + 5,38; N=61 registros; P=0,0136) que siguid
incrementando a las 48 horas (% de variacion respecto a control: 140,85 + 12,37;
N=67 registros; P=0,0154), y se mantuvo hasta el 5° dia post-tratamiento (% de
variacion respecto a control: 126,19 + 1,11; N=48 registros; P=0,0218). De todas
formas, a la semana de aplicar esta forma de aislamento social, desaparecio su efecto
(% de variacion respecto a control: 93,47 + 8,51; N=69 registros; P=0,6393) y ya se
obtuvieron valores control. Por otro lado, no se detectaron cambios en la amplitud
media de los mEPPs en ninguno de los periodos estudiados (% de variacion: 30%) y a
los 5 dias (% de variacibn maxima obervada fue del 20%). Con la determinacion del
potencial de membrana tampoco se detectaron cambios significativos en ninguno de
los tiempos post-tratamiento evaluados (méxima % de variacion registrada fue de
5,64%).
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Figura R. 18. Estrés por aislamiento mediante “jaula metabdlica” durante 24 horas. Registro intracelular.
Porcentaje del valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de
las abscisas. El tiempo post-tratamiento en el se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias, después
del estrés especifico. Los valores por encima de 100 indican el incremento producido en la frecuencia de mEPPs. *P <
0.05, n=3 animales para cada serie experimental.

Con la intencién de obtener un incremento de mEPPs mas potente, y con la
idea de observar si se reproducia de nuevo el proceso de habituacién adquirido
mediante los estudios realizados con la aplicacion de inmovilizacion, se disefidé un
segundo set de experimentos; esta vez, se aplicd el aislamiento social de 24 horas de
forma consecutiva durante 5 dias seguidos. En la figura R.19 se pueden observar unos
valores similares a los obtenidos mediante una Unica intervencion; inmediatamente
después de aplicar este proceso metodolégico, se obtuvo un incremento (aunque no
significativo) de mEPPs (% de variacion respecto a control: 119,42 + 4,47; N=45
registros; P=0,1073). El primer incremento significativo se observé a partir de las 24
horas (% de variacion respecto a control: 145,56 + 0,22; N=38 registros; P=0,0136), y
a las 48 horas, esta actividad no solamente se mantiene, sino que ya presenta una
tendencia decreciente (% de variacion respecto a control: 130,96 + 3,43; N=45
registros; P=0,0136). No se observaron cambios significativos en la amplitud media de
los mEPPs en ninguno de los tiempos post-tratamiento (un 20% de variacion fue lo
méximo registrado). Tampoco fueron significativas las variaciones detectadas en el

potencial de membrana (méxima variacion observada fue de 12,162%).
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Esta situacion, que no consiguié mejorar los resultados obtenidos mediante una
Unica intervencion, justificaria de nuevo una tendencia a la habituacién por parte del

animal.
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Figura R. 19. Estrés por aislamiento social mediante “jaula metabélica” durante 5 dias consecutivos. Porcentaje
de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las
abscisas. El tiempo post-tratamiento en el eje de las abscisas se evalud inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después

del estrés especifico. Los valores por encima de 100 indican el incremento producido en la frecuencia de mEPPs. *P<
0.05, n=3 animales para cada serie experimental.

4.4.2.- Electromiografia.

Este nuevo estimulo de estrés agudo gener6 un aumento significativo
inmediato post-tratamiento del nimero de areas con ruido de placa (% de variacion
respecto a control: 134,19 + 7,29; N=5 animales, n = 60 registros; P=0,0017; ver
Figura R.20). Este incremento se mantiene practicamente estable durante las primeras
24 horas (% de variacion respecto a control: 127,77 + 5,55; N=3 animales, n = 36
registros; P=0,0369 a las 24 horas), con muy poca variacion entre los experimentos y
el pico no lo encontramos hasta las 48 horas posteriores a la aplicacién del aislamiento
(% de variacion respecto a control: 146,66 + 3,33; N=3 animales, n = 36 registros;
P=0,0406). A los 5 dias, mostr6 tendencia a la disminucion (% de variacion respecto a
control: 129,36 + 7,57; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,1671) y los valores ya
corresponden a valores control a los 7dias (% de variacion respecto a control: 127,22
* 6,82; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,2304).
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Figura R. 20. Estrés por aislamiento social durante 24 horas: Areas con ruido de placa. Porcentaje de valor
experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El
tiempo post-tratamiento se evalu6 inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias, después del estrés especifico.
Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de éareas. *P< 0.05, n=3-5 animales para cada
grupo experimental.

Respecto al andlisis de la frecuencia de los eventos del ruido de placa, los
resultados fueron menos regulares que los obtenidos con las areas. También hubo un
incremento inmediato en la frecuencia (% de variacién respecto a control: 133,33 +
3,27; N=5 animales, n = 60 registros; P=0,0074) que se alargd durante las primeras 24
horas posteriores a la aplicacion del estrés (% de variacion respecto a control: 135,17
*+ 2,82; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0039), para disminuir gradualmente a las
48 horas (% de variacion respecto a control: 124,23 + 2,47; N=3 animales, n = 36
registros; P=0,219). Inesperadamente, a los 5 dias post-tratamiento encontramos de
nuevo una frecuencia elevada (% de variacion respecto a control: 139,02 + 8,06; N=3
animales, n = 36 registros; P=0,0276, ver Figura R.21), pero manteniendo la misma
ténica que en experimentos anteriores, al 7° dia se habia normalizado por completo (%
de variacién respecto a control: 112,42 + 5,29; N=3 animales, n = 36 registros;
P=0,0579).
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Figura R. 21. Estrés por aislamiento social durante 24 horas: Frecuencia de aparicion de eventos de ruido de
placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en
eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias, después
del estrés especifico. Los valores por encima de 100 indican el incremento producido en el nimero de eventos.
*P<0.05, n=3-5 animales para cada grupo experimental.

Dado que los resultados obtenidos en los registros electromiograficos de
aislamiento social durante 24 horas eran insuficientes, al igual que se hizo en el
registro intracelular, se afiadié un nuevo grupo experimental al que se le incremento el
tiempo de aislamiento social de 24 horas, durante un total de 5 dias consecutivos (ver
Figura R.22). Este método respondio siguiendo una evolucion practicamente idéntica a
los resultados obtenidos mediante una Unica intervencion. El ndimero de areas
aument6 de forma inmediata, aunque no significativa (% de variacidn respecto a
control: 132,38 + 9,08; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,1683), valores que
pasaron a ser signifcativos a las siguientes 24 horas (% de variacion respecto a
control: 138,88 + 5,55; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0195) y rapidamente
dejaron de serlo a las 48 horas y (% de variaciéon respecto a control: 135.00 + 11,90;
N=4 animales, n = 48 registros; P=0,1373).
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Figura R. 22. Estrés por aislameniento social durante 5 dias consecutivos: Areas con ruido de placa. Porcentaje
de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las
abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalu6é inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después del estrés especifico.
Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de éareas. *P< 0.05, n=3-4 animales para cada
grupo experimental.

150 +
125 +
100 +
75 -

50 -

% respecto valores control

immediato __ 1d ) 2d
Tiempo post-estrés

Figura R. 23. Estrés por aislamiento social duante 5 dias consecutivos: frecuencia de aparicion de eventos de
ruido de placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-
tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después
del estrés especifico. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de eventos. *P< 0.05, n=3-4
animales para cada grupo experimental
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Respecto a la frecuencia, al igual que sucedi6 con las areas, hay un incremento
moderado de un 20-25% correspondiente a cada uno de los tiempos descompuestos
(inmediatamente, % de variacion respecto a control: 124,98 + 1,57; N=3 animales, n =
36 registros, P=0,0452; 24 horas, % de variacion respecto a control: 119,9 + 0,42; N=3
animales, n = 36 registros, P=0,2429; y 48 horas, % de variacion respecto a control:
124,65 + 2,45; N=4 animales, n = 48 registros, P=0,0009).

En resumen, el estrés por aislamiento social sigue una dindmica similar a la
obtenida con los estresores estudiados hasta el momento, resultando también
insuficiente por si solo para perpetuar cambios importantes en la actividad
neuromuscular méas alla de las 48 horas. Asimismo, estos ultimos resultados obtenidos
después de aplicar el mismo tratamiento durante 5 dias seguidos confirmaron una
nueva situacion de habituacion al estimulo por parte del roedor. En este caso no se
muestra una vuelta a la normalidad en los tiempos analizados, pero tampoco se
observa un incremento destacable en ninguno de los parametros, y los cambios
respecto a los valores control resultan superfluos. Por lo tanto, esto refuerza el hecho
de utilizar la jaula metabdlica como herramienta generadora de un estrés comparable

con los otros tipos de estrés agudo utilizados.

4.5.- ESTRES POR ULTRASONIDOS.

En los apartados anteriores, se aprecia claramente una proporcionalidad entre
la aplicacion del estrés y el aumento de la liberacion de ACh, siempre a corto plazo.
Por lo tanto, con la intencién de evaluar otro estresor que cumpliera de forma
aproximada los requisitos de los tipos de estrés estudiados hasta el momento, se
procedi6 a utilizar ultrasonidos.

Para el desarrollo de esta metodologia, se expuso a los ratones a un
dispositivo ultrasénico que funcionaba a baja frecuencia (20-25 kHz) en periodos de
tiempo variables e impredecibles (de entre 15 y 30 segundos) durante 3 y 24 horas y

se analizaron las variaciones electrofisiolégicas post-tratamiento.

4.5.1.- Electrofisiologia de registro intracelular.

En los registros realizados despues de 3 horas de exposicion a ultrasonidos no

se obtuvieron cambios en la frecuencia de mEPPs respecto a los valores control (ver
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Figura R.24). Pasadas 24 horas parecia incrementar levemente, aunque en ningun
momento de forma significativa (% de variacién respecto a control: 113,07 + 5,90;
N=51 registros; P=0,2973 inmediatamente post-tratamiento, y % de variacién respecto
a control: 118,17 *+ 5,28; N=53 registros; P=0,1418 a las 24 horas). Esperando una
reaccién muy tardia se realizaron registros a las 48 horas y estos parametros seguian
sin aumentar significativamente (% de variacidn respecto a control: 95,62 + 1,28; N=50
registros; P=0,6899), lo que confirmaba que el ultrasonido, aplicado durante un
periodo de tiempo tan corto, no fué suficiente para conseguir cambios
neuromusculares. Ademas, tampoco hubo cambios destacables ni en la amplitud
media de los mMEPPS (% de variacion: 0,00% en todos los tiempos analizados), ni en el
potencial de membrana (maximo % de variacién observado fue de 10,93%) en ninguno

de los periodos post-tratamiento.
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Figura R. 24. Estrés por exposicion a ultrasonidos durante 3 horas. Porcentaje de valor experimental con respecto
al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se

evalu6 inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después del estrés especifico. Los valores por encima de 100 indican el
incremento producido en la frecuencia de mEPPs. n=3 animales para cada serie experimental.

Para conseguir el efecto estresor de los ultrasonidos, se aumento el tiempo de
exposicion a 24 horas, pero manteniendo las frecuencias sénicas emitidas por el
dispositivo. Inmediatamente después de la exposicion a ultrasonidos no se obtuvo
ningn cambio (% de variacion respecto a control: 111,76 + 4,25; N=57 registros;
P=0,3276). En cambio, si que se consiguié un incremento significativo a las 24 horas
posteriores a la aplicacion del tratamiento (% de variacion respecto a control: 159,66 +
9,39; N=57 registros; P<0,0001), que se mantuvo durante las 48 horas (% de variacion
respecto a control: 157,67 = 3,65; N=59 registros; P<0,0001), para ir disminuyendo de

forma paulatina a los 5 dias post-exposicion (% de variacion respecto a control: 131,72

98



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
PARTICIPACION DEL ESTRES EN LA GENERACION DE PUNTOS GATILLO MIOFASCIALES
Marc Bosque Alberich

+ 12,2; N=61 registros; P<0,0001) hasta conseguir la nomalizacion completa a los 7
dias (% de variacion respecto a control: 109,56 + 2,21; N=66 registros; P=0,3989; ver
Figura R.25). La amplitud media de los mEPPs no varié significativamente en ningln
periodo registrado (% de variacion: 20% en todos los tiempos contemplados) en
comparacion con los valores control. En el potencial de membrana tampoco
encontramos variaciones significativas (% de variacién: 4,046%, 7,215%, 1,98%,
4,45% vy 8,81% respectivamente) en ninguno de los periodos post-tratamiento

comparativamente con el control.

175 - *
°© *
= I I
&8
i @ 150 - ¥
€5
- ]
8 >
o
§ g 125 A
L 8 T .
S
100

Tiempo post-estrés
Figura R. 25. Estrés por exposicion a ultrasonidos durante 24 horas. Porcentaje de valor experimental con
respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-
tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias, después del estrés especifico. Los valores

por encima de 100 indican el incremento producido en la frecuencia de mEPPs. *P<0.05, n=3 animales para cada serie
experimental.

4.5.2.- Electromiografia.

De la misma manera que sucedio con los registros intracelulares posteriores de
la aplicacion de 3 horas de ultrasonidos, no se produjeron los cambios suficientes para
poder considerar este tipo de tratamiento como factor estresante agudo (ver Figura
R.26). Referente al nimero de areas, aunque inmediatamente no visualizamos ningan
tipo de cambio (% de variacion respecto a control: 102,77 + 12,1; N=3 animales, n = 36
registros; P=1,0), a las 24 horas post-estrés si se produce un crecimiento significativo
del 50% (% de variacion respecto a control: 157,77 + 13,51; N=3 animales, n = 36
registros; P=0,003) pero se revierte completamente a las 48h (% de variacion respecto
a control: 100,83 + 7,5; N=4 animales, 48 registros; P=1,0).
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Respecto a la frecuencia del ruido de placa, los registros inmediatos post-
exposicion se mantuvieron sin cambios (% de variacion respecto a control: 102,86 +
2,3; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,5597), y si se obtuvo un discreto incremento
pero significativo a las 24 horas (% de variacion respecto a control: 129,02 + 2,78; N=3
animales, n = 36 registros animales, 36 registros; P=0,0015) y esta vez se mantuvieron
un poco dado que a las 48 horas se mantiene elevado aunque ya se puede apreciar
un retorno gradual a los valores control (% de variacién respecto a control: 109,35 +
2,01; N=4 animales, 48 registros; P=0,0478; ver Figura R.27).
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Figura R. 26. Estrés por ultrasonidos durante 3 horas: Areas con ruido de placa. Porcentaje de valor experimental
con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-

tratamiento se evalu6 inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después del estrés especifico Los valores por encima de
100 indican un incremento en el nimero de areas. *P< 0.05, n=3-4 animales para cada grupo experimental.

De todas formas, en ninguno de los dos casos se observa una modificacion
sustancial en la liberacion espontdnea de ACh, con lo cual se consideré necesario
aumentar el periodo de exposicion a ultrasonidos hasta las 24 horas (Figura R.28). Al
igual que sucedidé con los registros intracelulares, con este cambio si se lograron
importantes aumentos significativos en el nimero de é&reas con ruido de placa
terminal, aunque tampoco de forma inmediata (% de variacion respecto a control:
105,83 * 8,85; N=4 animales, n = 48 registros; P=0,5426), llegando al 80% de
incremento a las 24h (% de variaciéon respecto a control: 180,00 + 11,54; N=3
animales, n = 36 registros; P=0,0014). Esta subida disminuye progresivamente a las
48 horas, aunque aun elevada de forma significativa (% de variacion respecto a
control: 138,88 + 5,55; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0195), para estabilizarse
por completo como control a los 7 dias post-exposicion al ultrasonido (% de variacién

respecto a control: 94,44 + 5,55; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,5066).
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El aumento de la frecuencia de eventos del ruido de placa tampoco aparecio6 de
forma inmediata (% de variacién respecto a control: 105,88 + 2,09; N=4 animales, n =
48 registros; P=0,1701), y también se hizo significativa con un maximo a las 24 horas
de la actuacidon aungue con unos valores mas bajos, (% de variacién respecto a
control: 139,42 + 3,95; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0006), y paulatinamente
volvié a disminuir a las 48 horas (% de variacion respecto a control: 130,68 + 4,44;
N=3 animales, n = 36 registros; P=0,00019), para normalizarse practicamente por
completo al 7° dia (% de variacion respecto a control: 108,06 + 1,89; N=3 animales, n
= 36 registros; P=0,0586).
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Figura R. 27. Estrés por exposicion a ultrasonidos durante 3 horas: Frecuencia de aparicion de eventos de
ruido de placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-
tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas y 48 horas, después

del estrés especifico. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de eventos. *P< 0.05, n=3-4
animales para cada grupo experimental.

Con este estresor se consiguié el quinto tipo de estrés agudo diverso. Notar
gue los 5 estresores presentaron una dinamica (incremento y vuelta a la normalidad)
muy similar entre ellos. Todos los estresores alcanzaron el punto algido sobre las 24-
48 horas posteriores, y con unos valores de frecuencia de mEPPs similares (130-
150%). Al mismo tiempo, todos estos estresores consiguieron una disminucion
progresiva (evidenciada a partir de los 5 dias), hasta volver a valores control a los 7

dias post-estrés.
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Figura R. 28. Estrés por exposicion a ultrasonidos durante 24 horas: Areas con ruido de placa. Porcentaje de
valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas.
El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 dias y 7 dias, después del estrés
especifico. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de areas. *P< 0.05, n=3-4 animales
para cada grupo experimental.
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Figura R. 29. Estrés por exposicién a ultrasonidos durante 24 horas: Frecuencia de aparicion de eventos de
ruido de placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-
tratamiento en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalué inmediatamente, 24 horas, 48 horas, 5 diasy 7
dias, después del estrés especifico. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de eventos.
*P< 0.05, n=3-4 animales para cada grupo experimental.
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4.6.- EXPOSICION A ESTRESORES SECUENCIALES.

Entendiendo que podria haber algun tipo de habituacion de los animales a los
estresores aislados, se planteé la evaluacién del efecto de estos 5 estresores
expuestos de forma secuencial. Asi se espera evitar la habituacién por un lado y por
otro lado crear una nueva forma de estrés cronico que sea suficientemente potente
como para generar cambios electrofisiolégicos suficientes para generar un posible
PGM, y que se mantengan el tiempo suficiente para correlacionarse con cambios a
nivel electromiografico y estructural.

Se propuso estudiar el efecto del estrés combinado a partir de la compaosicion
de: 1) se aplicé el estrés mediante ultrasonido durante 24 horas para, pasadas 24
horas de recuperacion, proceder a acomodar al animal al siguiente tipo de estrés; 2)
privacion de comida y agua durante 24 horas; 3) pasadas 24 horas de recuperacion
correspondientes se aplico 1 hora de inmovilizacién; 4) un dia después del reposo
correspondiente, se sometié a los animales al aislamiento social con jaula metabdlica
durante un periodo de 24 horas; 5) finalmente, después de 24 horas de recuperacion,
se aplico el ultimo estresor: el FST durante 6 minutos.

4.6.1.- Electrofisiologia de registro intracelular.

Los registros electrofisioldgicos ofrecieron los resultados mas llamativos de los
obtenidos hasta el momento (Figura R.30). Inmediatamente después a la aplicacion de
este tratamiento, se obtuvo un aumento significativo de la frecuencia de los mEPPs de
un 50% (% de variacion respecto a control: 145,78 + 6,86; N=50 registros; P<0,0001),
lo que significaba un incremento que igualaba o superaba a cualquiera de los
ensayados de forma aislada. A partir de este momento, el aumento fué practicamente
el doble a los 3 dias posteriores al estrés (% de variacion respecto a control: 192,39 +
13,15; N=57 registros; P<0,0001). Encontramos el climax a los 7 dias post-estrés (%
de variacion respecto a control: 215,58 + 0,62; N=37 registros; P<0,0001), donde
observamos un aumento que, hasta el momento, solamente se habia obtenido con la
aplicacién de un anticolinesterasico conocido, la neostigmina (ver Margalef y cols,
2019). Finalmente, a los 15 dias evaluados post-tratamiento, aln se obtuvo un
incremento sostenido significativamente de un 65% (% de variacidén respecto a control:
164,99 + 8,66; N=53 registros; P<0,0001). Por otro lado, registramos cambios en la
amplitud media de los mEPPs no significativos en el periodo inmediato a la aplicacion

del estrés, a los 3 dias y a los 7 dias post-tratamiento (alrededor de una disminucién
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de un 20% en todos los tiempos evaluados) en comparacién con los valores control.
Con la determinacion del potencial de membrana tampoco se detectaron cambios

significativos (el maximo % de variacion registrado fue de 8,07%).
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Figura R. 30. Exposicién a estresores secuenciales durante 8 dias: registro intracelular. Porcentaje de valor
experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El
tiempo post-tratamiento se evalu6 inmediatamente, 3 dias, 7 dias y 15 dias posteriores a la aplicaciéon del tratamiento.

Los valores por encima de 100 indican el incremento producido en la frecuencia de mEPPs. *P<0.05, n=3 animales
para cada serie experimental.

4.6.2.- Electromiografia.

Como sucedid en los registros intracelulares, el nUmero de areas con ruido de
placa mostr6 un incremento significativo inmediato de un 90% (% de variacidén
respecto a control: 188,33 + 25,22; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0118). Este
aumento se mantuvo significativo practicamente invariable a los 3 dias (% de variacion
respecto a control: 191,66 + 22,04; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,0074), v,
aunque aun elevados, a los 7 dias hubo una disminucion (% de variacion respecto a
control: 164,72 + 7,81; N=6 animales, n = 72 registros; P<0,0001). Finalmente, a los 15
dias post exposicién a la secuencia de estresores, deja de ser significativo, aunque los
valores estan aumentados (% de variacion respecto a control: 180 + 20; N=3 animales,
n = 36 registros; P=0,0601).
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Figura R. 31. Exposicién a estresores secuenciales durante 8 dias: Areas con ruido de placa. Porcentaje de valor
experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento en eje de las abscisas. El
tiempo post-tratamiento en el eje de las abscisas se evalu6é inmediatamente, 3 dias, 7 dias y 15 dias posteriores a la

aplicacion del tratamiento. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de areas. *P< 0.05, n=3-
6 animales para cada grupo experimental.

Respecto a la frecuencia de eventos del ruido de placa, también se observé un
incremento inmediato (% de variacion respecto a control: 126,23 + 3,12; N=3 animales,
n = 36 registros; P=0,0011) con un climax a los 3 dias post-tratamiento (% de variacion
respecto a control: 139,08 + 6,79; N=3 animales, n = 36 registros; P=0,014), y aunque
durante los primeros 7 dias esta frecuencia siguié significativamente elevada (% de
variacion respecto a control: 131,23 + 4,28; N=6 animales, n = 72 registros; P<0,0001),
encontramos una disminucién progresiva hasta llegar a un 25% a los 15 dias
posteriores a la exposicion (% de variacién respecto a control: 123,13 + 2,79; N=3

animales, n = 36 registros; P=0,0129).
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Figura R. 32. Exposicion a estresores secuenciales durante 8 dias. Frecuencia de aparicion de eventos de ruido
de placa. Porcentaje de valor experimental con respecto al control en el eje de las ordenadas y tiempo post-tratamiento
en eje de las abscisas. El tiempo post-tratamiento se evalu6é inmediatamente, 3 dias, 7 dias y 15 dias posteriores a la

aplicacion del tratamiento. Los valores por encima de 100 indican un incremento en el nimero de eventos. *P< 0.05,
n=3-6 animales para cada grupo experimental.

4.6.3.- Tincién PAS-ALCIAN.

Como se ha comentado, la aportacion individual de los distintos estresores
estudiados no fue suficiente para la observacién de cambios estructurales en el tejido
evaluado. Sin embargo, la exposicion combinada a nivel electrofisiolégico muestra
unos resultados sugestivos que pueden a nivel histolégico provocar que aparezcan
glucosaminoglicanos extracelulares (GAG) y que se asocien a imagenes nodulares tan
caracteristicas descritas previamente como nodos de contraccion (Simons y cols.,
1999; Margalef y cols., 2019).

Se realiz6 la tincion de los musculos LAL de animales que presentaban un
mayor incremento de su actividad neuromuscular, es decir a los 3 dias y a los 7 dias.
Las imégenes obtenidas presentaban muchas similitudes entre ellas. Visualizadas a
gran aumento se puede observar la coloracion roja/rosada, indicativa de la presencia
de GAGs neutros, Yy la coloracion azulada, correspondiente a la identificacion de GAGs
acidos. Lamentablemente, en ambos periodos, ninguna de las imagenes obtenidas
tampoco mostro la existencia clara de nodos de contraccion. Si bien se puede advertir
un engrosamiento local de alguna de las fibras, no se visualiza un acortamiento claro

de los sarcomeros correspondientes; ver Figura R.33).
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Figura R. 33. Exposicién a estresores secuenciales. Tincion PAS-Alcian. 1) Muestra correspondiente a 3 dias
post-tratamiento. Se puede observar un cierto engrosamiento focal sin llegar a la categoria de nodo de contraccién.
Los tonos rosados y azulados revelan la existencia de GAGs. Aumento inicial 200X. 2) Muestra correspondiente a 7
dias post-tratamiento. No se observan nodos de contraccién claramente establecidos. Aumento inicial 200X.
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5.- DISCUSION.
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Al relacionar los resultados obtenidos con ratones con el estrés en humanos,
hay que tener en cuenta las principales discrepancias entre estas 2 especies, Yy
también los métodos utilizados para analizar el estrés. Debido a estas disparidades,
las extrapolaciones pertinentes de los efectos neuromusculares del estrés psicolégico
en el ratdn y en el ser humano se han de realizar con suma precaucién (Borsini, 2012).
Uno de los motivos principales de esta afirmacion la podemos encontrar precisamente
en las caracteristicas que describen al propio estrés psicofisico que usamos en este
estudio como factor basico para poder evaluar los cambios que se producen a nivel
neuromuscular. Este tipo de estrés, habitualmente usado por varios autores, esta
marcado por un estado de angustia, desencadenado por el procesamiento cognitivo de
una serie de eventos adversos y que desemboca como resultado en forma de
emociones negativas asociadas a una evidente respuesta de estrés fisiolégica
(Chrousos y Gold, 1992; Simonov, 1997), y se encuentra asociado a otros tipos de
estresores que pueden estar directamente asociados con emociones negativas y con
una relacion estrecha con elementos manifestados en este tipo de estrés, como por
ejemplo, el aumento de los signos de ansiedad y desesperacién posteriores al estrés
fisico, el dolor, o los aumentos en la actividad neuromuscular o en la actividad de
factores inflamatorios inducidos, entre otros.

Por este motivo, es un desafio el hecho de intentar extrapolar la neurobiologia
de estos factores estresantes en animales en general, y en roedores especificamente
con los seres humanos. Por lo tanto, el estudio se centra en evaluar solamente
aguellos parametros objetivos para determinar cambios asociados a este estrés
psicofisico inducido, ya sea mediante métodos de tincién para determinar posibles

cambios morfolégicos, como determinando cambios electrofisioldgicos.

5.1.- REGISTRO INTRACELULAR Y ELECTROMIOGRAFIA EN EL ESTUDIO DE
LOS PGM.

Aungue existe actualmente bibliografia justificando los PGM como fenémenos
electrofisiologicos (Gerwin, 1994; Margalef y cols., 2019), hay muy pocos estudios que
relacionen en detalle el desarrollo de puntos desencadenantes con el uso de la
electromiografia (EMG), y todavia menos que lo justifiguen mediante la utilizacion de
registro intracelular (EFG). De hecho, solamente en nuestro laboratorio se ha realizado
esta asociacion (Margalef y cols., 2019). Clasicamente, si se ha relacionado el ruido
de placa con los PGM, y, por lo tanto, hay algunos trabajos en esa direccion (ver el

apartado de Introduccion).
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Para poder valorar adecuadamente la actividad neuromuscular, es necesario
hacer uso de técnicas invasivas, mediante electrodos de hilo o aguja (Hubbard vy
Berkoff, 1993; McNulty y cols., 1994; Simons y cols., 2002b). De todas formas, el ruido
de placa es aun un parametro bastante controvertido. Por un lado, presenta la
dificultad de afirmar si la actividad eléctrica anormal es el resultado de la actividad de
los PGM localizados (Couppé y cols., 2001; Simons y cols., 2002a; Kuan y cols., 2007)
o simplemente es indicativo de la existencia y funcionamiento de los contactos
sinapticos (Kimura, 2001). De hecho, Simons y colaboradores (2002b) evaluaron la
especificidad de los potenciales de placa en los PGMs y concluyeron gue el ruido de
placa era significativamente mas frecuente en puntos miofasciales activos en
comparacion con puntos alejados de esta zona activa, pero siempre cercano al
contacto sinaptico, describiéndolo como un aspecto caracteristico de un PGM, pero sin
estar restringido solo a este tipo de entidad. Esta afirmacion est4 apoyada por otros
autores que lo ven como un dato complementario para la confirmacién del diagndstico
de PGM (Gerwin, 1997). De todas formas, todos estos autores coinciden en que el
ruido de placa es una extrapolacion directa de la neurotransmision espontanea. Segun
la hipétesis integrada el registro de esta actividad es debido a una anémala liberacién
de ACh espontanea y, por lo tanto, sera trascendental poder evaluar los cambios que
se producen en la frecuencia de eventos del ruido de placa, y asi poder cuantificarlos.
Para poder identificar electromiograficamente de manera fiable la actividad eléctrica
espontdnea que se encuentra en un sitio activo sera necesario utilizar una
amplificacion y velocidad de barrido relativamente altas (Simons y cols., 2002b). En
ocasiones y debido a esta mayor amplificacion sucede que los picos de las espigas
pueden quedar fuera de escala. Sin embargo, son evidentes ya que la forma bifasica
con la que se desvia la linea de base es caracteristica. Hay que recordar que los
potenciales de placa terminal en miniatura (MEPPs) son causados por la liberacién de
una Unica cuanta de ACh que activa los receptores, provocando una entrada de sodio
gue aumenta ligeramente el potencial de membrana de la fibra muscular durante un
lapso de pocos milisegundos. El andlisis del ruido de placa inducido por un incremento
experimental de ACh (Colquhoun y Sakmann, 1985) no solo permite caracterizar los
distintos receptores y ayuda a clarificar que los mMEPPs procedentes de la actividad de
varias sinapsis (Wiederholt, 1968) sino que son los que determinan la aparicion del
ruido de placa.

El ruido de placa obtenido en todos los experimentos realizados en esta tesis
se obtuvo mediante un electrodo de aguja monopolar; hay que tener en cuenta que Si
comparamos las dimensiones de la aguja (normalmente alrededor de unas 400 um)

con el diametro medio de una fibra muscular (que se encuentra entre 37 y 44 um) es
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facilmente deducible que el contacto de la punta se producira siempre con un grupo de
miocitos a la vez. Con esta técnica resulta imposible registrar los mEPPs de una Unica
fibra con una aguja tan grande, ya que sus potenciales se propagan a una distancia
muy corta a lo largo de la superficie de la membrana postsinaptica, y solo se pueden
obtener adecuadamente mediante el registro intracelular. No obstante, la acumulacion
de los registros de varias fibras a la vez que se encuentren en un sitio activo
caracteristico de un PGM permite cuantificar el porcentaje de cambio que existe en la
actividad eléctrica de esta zona respecto a la actividad de otra area que no se
encuentre alterada.

Otra de las cuestiones importantes es determinar si la informacion obtenida de
los animales puede ser extrapolable a la que se puede obtener examinando areas
activas en humanos. En este sentido hay antecedentes. Simons y colaboradores
determinaron que los potenciales pertenecientes en los PGM de conejos tenian el
mismo caracter que los identificados en las uniones neuromusculares y PGM en
humanos (Simons y cols., 1995).

Como se ha determinado anteriormente, varios estudios relacionan el ruido de
placa como aparicion causal de la neurotransmision espontanea muscular (Maselli,
1997; van Putten y cols., 2002). Partiendo de la premisa que existe relacion entre el
ruido de placa y el PGM, y que en estas areas es mas facil registrar actividad eléctrica
espontanea (Couppé y cols., 2001), el registro electromiografico posterior a la
aplicacion de estrés es una herramienta util y relacionable con el sindrome de dolor
miofascial.

Muchos autores coinciden en que el ruido de placa es una traduccién directa de
la actividad sinaptica espontanea (Kimura, 2001; Simons y cols., 2002b; Kuan y cols.,
2007) y asi seré relevante evaluar el nUmero de areas y la frecuencia de los eventos
del ruido de placa como el hecho de comparar estos datos con los obtenidos mediante
el registro intracelular. Tal como se ha podido observar en los experimentos de los
diferentes factores estresantes evaluados individualmente las alteraciones registradas
intracelularmente y las registradas con EMG no se comportan exactamente igual. Eso
es debido a que el primero se trata de una técnica méas sensible y especifica, y, por lo
tanto, tiene la capacidad de detectar cambios méas sutiles. Sin embargo, en las
distintas fases experimentales a lo largo de la tesis observamos muchas similitudes en
cuanto a los resultados obtenidos mediante el uso de ambas técnicas.

Por lo que se refiere al registro intracelular, esta técnica si que nos permite
registrar los mEPPs de una Unica fibra muscular y asi poder interpretar la actividad
neuromuscular de este musculo. Por un lado, no se obtuvieron cambios significativos

registrados en la amplitud media de los mEPPs, tanto durante la aplicacién de cada
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uno de los estresores estudiados en esta tesis, como en su formato combinado, en
ningun periodo post-tratamiento. Recordar que se analizé este pardmetro para valorar
si aparecia alguna afectacion funcional de las fibras musculares y en qué circunstancia
se encontraba el componente postsinaptico de cada fibra analizada. Por lo tanto, con
los resultados obtenidos se puede afirmar que el estrés agudo o crénico inducido en
esta tesis no afecta al nhormal funcionalismo de las fibras musculares, y en ningan caso
condujeron hacia una disminucién evidente de la respuesta postsinaptica por
estimulacion repetitiva (Del Castillo y Katz, 1954). Por otro lado, mediante el sumatorio
de la frecuencia de los potenciales de placa espontaneos registrados en los miocitos
analizados, y la media representativa de estas frecuencias en los distintos tiempos
estudiados, podemos reproducir la fisiologia neuromuscular posterior a una situacion
de estrés especifica. Los cambios significativos detectados a lo largo del estudio nos
informan de la afectacion que se produce a nivel presinaptico, y confirma que el
namero de vesiculas de acetilcolina que se liberan estocasticamente aparece
incrementado cuando se aplica estrés, influyendo directamente en el correcto
desarrollo y funcién tanto de los circuitos neuronales como de la propia estructura
muscular (Kavalali y cols., 2011; Peled y cols., 2014).

Hay que recordar que la liberacion espontanea de la ACh parece ser el eje
central por donde pivota toda la hipétesis integrada: un exceso en la secrecion de
acetilcolina (ACh) termina siendo la responsable del inicio de una cascada de eventos,
que conduce a la aparicién de los nodos de contraccién y a la clinica que caracteriza el
SDM (Simons, 1995; Gerwin y cols., 2004). Asi, aumentando la acetilcolina en la
hendidura sinaptica en cantidad y duracién suficiente, se puede obtener la generaciéon
ylo perpetuacién de PGM en animales. Puede sorprender que este aumento termine
provocando, a su vez, un incremento mayor en la secrecion de mas ACh. Este es un
fendbmeno analizado en nuestro laboratorio en varias ocasiones. Resumidamente, la
acetilcolina secretada por el axén termina por activar unos receptores situados en la
membrana axonal sinaptica (autoreceptores metabotrépicos) como los receptores
muscarinicos (MAChR tipo 1y 2). El computo global de la activacion sincronica de los
estos dos receptores aumenta la liberaciéon de acetilcolina via la activacion de las
proteinas quinasas C y A (Santafé y cols., 2006). Ademas, durante la neurotransmision
también se liberan compuestos de adenosina, y esta descrito que esta también
interviene directamente en la modulacion de la liberacion de la ACh (Santafé y cols.,
2015).

Por lo tanto, el registro electrofisiolégico serd imprescindible para detectar
estas variaciones en la hendidura sinaptica, de una forma mucho mas precisa que la

electromiografia, y complementariamente a esa, permiten una aproximacién en las
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distintas posibilidades fisiologicas existentes en la generacién de los PGM y de su

perpetuacion y/o cronificacién.

5.2.- TECNICAS HISTOLOGICAS.

En vista a la experiencia obtenida en estudios anteriores de nuestro laboratorio
(Margalef y cols., 2019) parecié conveniente aplicar la técnica de PAS-Alcian, ya que
es ideal para poder identificar areas que puedan presentar GAGs, y, por lo tanto,
marcar de forma indirecta aquellas zonas que puedan incluir nodos de contraccién.
Gracias a esta experiencia previa, se estimd que a valores por debajo de 200% de
incremento de la neurotransmision espontanea no era posible obtener imagenes de
nodos de contraccion. Asi mismo, a los animales a los que se les impuso una
secuencia de estrés variado crénico, y mediante los cuales se obtuvieron importantes
cambios electrofisiolégicos, se esperaba encontrar nodos de contraccion.
Lamentablemente no fue asi en ninguno de los periodos post-tratamiento estudiados,
aunque se obtuvieron imagenes altamente sugestivas.

Como se ha comentado anteriormente, la aportacion cientifica sobre la
existencia de los nodos de contraccion en un PGM (Ballyns y cols., 2011; Turo y cols.,
2013) hasta el momento, no describen ninguna imagen bien definida de PGM obtenida
de una muestra humana. De hecho, la imagen mas clarificadora de esta entidad fue
obtenida y publicada durante la fase experimental en nuestro laboratorio de la creaciéon
de un modelo de PGM en roedores (Margalef y cols., 2019). Anteriormente, en otro
equipo de investigacién ya se habia creado un modelo de PGM en ratas mediante el
uso de contusiones repetidas (Huang y cols., 2013) y, aunque obtuvieron registros
electrofisiologicos con aumentos del ruido de placa, en el apartado histolégico no
encontraron nodos de contraccién, sino simplemente signos indirectos a través de la
presencia de una anormal dilatacion en las fibras musculares, apreciable tanto en su
plano transversal como longitudinal. Posteriormente, este mismo grupo (Liu y cols.,
2019) y con el uso de técnicas histoquimicas especificas obtuvieron imagenes de
nodos de contraccion muy similares a las obtenidas por nuestro departamento. La
busqueda de la imagen del nodo de contraccion ha sido una de las quimeras a las que
se han enfrentado muchos investigadores en el tema, la mayoria de las veces, sin
éxito. Mense y colaboradores (2003) fueron pioneros en este ambito cuando,
siguiendo las directrices de la hipétesis integrada, aumentaron experimentalmente la
cantidad de ACh presente en la hendidura sinaptica evitando su hidrdlisis por la accion

un anticolinesterasico que al mismo tiempo es autofluorescente que es el “diisopropyl

114



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
PARTICIPACION DEL ESTRES EN LA GENERACION DE PUNTOS GATILLO MIOFASCIALES
Marc Bosque Alberich

fluorophosphate” o DFP. De esta manera, a parte de favorecer la aparicion de nodos
de contraccién, su funcién como fluorocromo permitia también monitorizar las sinapsis
neuromusculares tratadas e identificar el area subsinaptica al miocito afectado. Sin
embargo, no obtuvieron los resultados esperados (probablemente por la propia accion
del anticolinesterasico usado, que resultaba insuficiente), asi que sobreimpusieron
corrientes eléctricas a los musculos tratados con DFP. La lesibn muscular que se
generd a partir de esta nueva propuesta no permiti6 apreciar posibles cambios
neuromusculares. En otros estudios previos en que se evalu6 las posibles reacciones
adversas que podian generar los anticolinesterasicos usados en el tratamiento de la
miastenia gravis obtuvieron imagenes de microscopia electrénica compatibles a los
descritos como nodos de contraccion caracteristicos de un PGM (Hudson y cols.,
1978; Duxson y Vrbova, 1985). En nuestro laboratorio, con una dosis Unica de
neostigmina se obtuvo el mayor incremento de frecuencia (~300%) que se ha obtenido
en ninguna situacion experimental en nuestro laboratorio hasta el momento. En esa
ocasion si se obtuvieron nodos de contraccién facilmente (Margalef y cols., 2019). El
maximo aumento de mEPPs que encontramos en la presente tesis, aunque muy
elevado, es menor (~200%). Eso podria justificar la absencia de nodos de contraccion
en las muestras analizadas. Es decir, que los cambios funcionales obtenidos serian
suficientes para corroborar alteraciones en la actividad neuromuscular pero

insuficientes para generar cambios morfologicos.

5.3.- MODELO ANIMAL DEL ESTRES AGUDO.

Uno de los puntos que se intentaron dilucidar en esta tesis fue si realmente la
participacion del estrés puede estar relacionado en la posible generacion de PGM.
Existen estudios que debaten la posibilidad de una posible relacién entre el estrés y el
SDM, tanto en animales (Chen y cols., 1998) como en humanos (McNulty y cols.,
1994) que sustentan esta hipotesis.

En este tipo de estudios, el nimero de sujetos requerido para el experimento
puede ser pequefio ya que se ha demostrado que mostrard un aumento lineal a
medida que se agreguen mas animales y grupos de tratamiento (Tsukiyama y cols.,
2011). Esto permite reducir el tamafio de la muestra y cefiirse bien a los criterios éticos
de la experimentacion marcados por la Directiva del Consejo de la Comunidad
Europea de noviembre de 1986 (86/609/EEC) para la manipulacién de animales de
laboratorio, y contemplando las directrices establecidas en la ley 5/1995, del 21 de

junio, de proteccién de los animales usados para la experimentacion y por otras
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finalidades cientificas, aprobada por el Parlamento de Catalunya (Directiva
86/609/EEC).

Una de las ventajas de los estudios agudos es que generalmente son
terminales (se sacrifica al animal al final del proceso), y que presentan un pico de
actuacion y una vuelta a la normalidad posterior. Esto permite recopilar multiples
factores del animal, y generar una curva de evolucién cerrada del experimento
(Patchev, 2006).

Partiendo de la premisa que para este estudio se requieren estresores
psicolégicos agudos, esta descrito que el estrés psicofisico (estrés psicolégico con un
fuerte componente fisico asociado), tiene mucha mas repercusién en el
comportamiento del dolor que el uso de un estresor psicolégico puro. En este sentido,
La Porta y Tappe-Theodor (2020) publicaron recientemente un modelo de dolor lumbar
miofascial en raton, creado por la inyeccion de factores de crecimiento neuronales
(NGF) en los musculos de la espalda del animal. Estos autores obtuvieron cambios
significativos cuando se afiadia un paradigma psicofisico, lo que no sucedia cuando
este modelo se asociaba a un paradigma de estrés Unicamente psicologico. De la
misma forma que pasa con la lumbalgia, se sabe que el estrés psicoldgico y fisico esta
asociado a cambios en la actividad neuromuscular periférica (Bongers y cols., 1993),
aunque la relacion causal, los mecanismos que lo establecen y los mediadores que
actian aun no se han dilucidado y, hasta el momento, no existe un modelo que
contribuya a su traduccion clinica.

Ademas, hay que tener en cuenta la dificultad de utilizar un estresor puramente
psicolégico en animales. Por ejemplo, la mayoria de los dispositivos aptos para
restriccion del movimiento en ratones (una forma de estrés descrita en la bibliografia
como puramente psicologica) son susceptibles a provocar un estrés fisico secundario
y, aunque sea en menor medida, puede tener influencia directa en los resultados
obtenidos (Kala y cols., 2016). Aumentos en la temperatura corporal del animal,
incomodidad en el confinamiento o durante la realizacion de la prueba, o la posibilidad
de que exista una ventilacién reducida, pueden ser algunos de estas formas de estrés
fisico asociado. Todos estos factores han sido contemplados para elegir el tipo de

estrés en esta tesis.

5.4.- ESTRES POR INMOVILIZACION.

La inmovilizacion es un estresor ampliamente utilizado y, de sencilla aplicacién.

La mayoria de los inmovilizadores utilizados en la investigacion del estrés en ratones
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son tubos cilindricos como los usados en la presente tesis (Son y cols., 2019). Todos
estos modelos permiten el monitoreo de los roedores a través de unos agujeros que al
mismo tiempo también sirven para que el animal pueda tener una ventilacion
adecuada.

Existen estudios que corroboran la eficacia del uso de la restriccibn de la
movilidad para el desarrollo de estrés psicolégico en ratones (Kala y cols., 2016). Sin
embargo, hay que distinguir entre “inmovilizacion” y “restriccion de movimientos”. El
primero es indicativo de un estimulo estresante tanto de naturaleza fisica como
psicolbgica, y, por lo tanto, es mas intenso que la propia restriccion de movimientos, ya
que evita cualquier movimiento o giro del animal sometido al experimento (Wood y
cols., 2008).

Con el registro intracelular se obtuvo un incremento de la frecuencia de los
mEPPs tanto de forma inmediata como evaluada a los 5 dias. Sin embargo, el
incremento de mEPPs era relativamente bajo para generar nodos de contraccion. Por
otro lado, respecto los registros electromiograficos, la frecuencia del ruido de placa no
tuvo variaciones respecto el control, y solo se obtuvo un incremento inicial del nimero
de las &reas. Con la idea de generar un estrés mas determinante y, por lo tanto, unos
resultados mas relevantes, se sometio a los ratones a 1 hora de inmovilizacion cada
dia durante 5 dias consecutivos. Sorprendentemente, los resultados obtenidos en esta
segunda metodologia de inmovilizacion fueron idénticos a los obtenidos con los
animales sometidos a una unica 1 hora de inmovilizacién. Es evidente que se produjo
un fendmeno de habituacion: los animales solamente se estresaron durante las
primeras horas, y el resto del tiempo les fue redundante, no les estreso.

En un inicio, la idea de aplicar una forma de estrés homotipica repetida era
esencial para que hubiera el minimo sesgo entre animales y asi, basar los resultados
en un uUnico factor estresante (la inmovilizacion). Est4 aceptado que, en estudios a
corto y largo plazo de exposicion a estresores, sea determinante el hecho de que el
animal pueda presentar una historia previa estresante, ya que esto puede terminar
alterando la respuesta generada frente a situaciones similares, o incluso, distintas
(Nadal y Armario, 2010). Es decir, se evalla si aplicar un mismo estimulo
repetidamente en dias consecutivos puede terminar generando un estrés cronico en
los roedores. De hecho, existen algunos estudios que apoyan esta idea. Esta descrito
que estimulos fisicos, como la inmovilizacién, terminan sensibilizando los niveles
circulantes de corticosterona (una de las principales hormonas del estrés) sobre todo
con el paso del tiempo (Barnum y cols., 2007). De todas formas, generalmente esta
metodologia se usa para la investigacion de la adaptacién de los animales a un circuito

de estrés (psicoldgico, fisico o una combinacién de ambos) y para comprender mejor
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todos aquellos mecanismos plasticos de la propia respuesta al estrés. Es decir que no
son utilizados para examinar la carga que supone la aplicacién de un estrés crénico en
el organismo, como es el caso de la presente tesis.

A favor de la combinacion de estresores cabe destacar que, habitualmente, la
exposicion diaria a una misma situacion estresante reduce mucho la capacidad de
generar respuestas fisiol6gicas y conductuales a la misma situacion, mientras que la
respuesta a estimulos nuevos para el animal permite que estas respuestas se
mantengan, o incluso se encuentren potenciadas (Marti y Armario, 1998; Armario y
cols., 2008).

Como se ha comentado, la reduccién de la respuesta fisioldgica posterior a una
exposicion repetida al mismo estimulo (homotipico) es conocida como fenémeno de
adaptacion o habituacion. La habituacién es una de las formas mas simples de
aprendizaje no asociativo, y ocurre cuando un organismo reduce o termina
suprimiendo su respuesta a un estimulo continuo y persistente (Thompson y Spencer,
1966). La reduccién de la respuesta puede durar minutos, horas, o dias, dependiendo
del tipo de estimulo realizado, y también del experimento que se esté desarrollando
(Pletnicov y cols., 1995).

Gracias al uso de tests de reconocimiento de objetos, se sabe que, dentro de
todos los aspectos del aprendizaje y la memoria, los ratones tienen una innata
preferencia para los estimulos nuevos, y esto demuestra que no son necesarios
refuerzos positivos o negativos, ni programas de entrenamiento excesivamente largos
(Lueptow, 2017). En varios estudios se ha observado que, en situaciones estresantes,
los ratones acostumbran a mostrar inicialmente una conducta evitativa (neofobia) y
con tendencia a la rapida habituaciébn como una forma de respuesta adaptativa al
experimento. En este sentido, Boleij y colaboradores (2014) estudiaron una peculiar
habituacion al estrés por un protocolo de inestabilidad social prolongada y concluyeron
que, aunque los ratones presentaban sintomas fisiolégicos y centrales relacionados
con la ansiedad, la respuesta que se produjo fue a corto plazo y no generé cambios
conductuales mantenidos. Estos hechos manifiestan claramente la capacidad de
adaptacion a estimulos repetitivos de los roedores. En otros términos, la intervencion
de un factor estresante aislado, aunque sea mantenido en el tiempo, no induce
cambios morfoldgicos ni neuromusculares, justificandose asi los resultados obtenidos
en la presente tesis con los estresores agudos.

Actualmente, hay muy pocos datos que permitan extrapolar estos resultados de
la habituacion encontrados en animales a humanos. Schommer y colaboradores
(2003) realizaron un estudio mediante la aplicacion de estrés psicosocial (Trier Test)

en humanos y observaron una reduccion de los niveles de cortisol y hormona
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corticotropina. Esto apoya la teoria de la disminucion de la respuesta al estrés
posterior a la exposicion repetida a una misma situacion estresante. Sin embargo,
estos resultados no coincidian con la valoracién subjetiva de los participantes, ni
tampoco con los niveles de adrenalina o noradrenalina presentes, y, por lo tanto,
obtuvieron una disociacion psico-organica.

La exposicién crénica a situaciones estresantes de elevada intensidad, poco
previsibles, y con una falta de control sobre ellas, permite y maximiza la aparicién de
patologias o disfunciones asociadas directamente con el estrés (McEwen, 2007). Asi,
el siguiente paso en esta tesis fue determinar una bateria de estresores agudos
distintos para poder crear una exposicién crénica que permitiese observar cambios

significativos y duraderos en la morfologia muscular y en la actividad neuromuscular.

5.5.- ESTRES POR FST (FORCED SWIM TEST).

Los factores estresantes como la natacion forzada son una forma de estrés

gue, igual que pasaba con la inmovilizacion, cae en la categoria psicofisica. Se trata
de un estrés con un componente psicoldgico claro y, ademas, la actividad fisica que
requiere también genera una respuesta al estrés independiente de cualquier variable
psicoldgica.
El FST fue descrito inicialmente por Porsolt y colaboradores (1977a) como modelo
para el andlisis del comportamiento. En esta tesis se escogié este test como
mecanismo estresor agudo por la implicaciéon de un estimulo fisico, como es el hecho
de la imposicion de la natacion mantenida durante un tiempo determinado, con un
componente psicoldgico asociado, que en este caso seria la exposicion a la novedad,
combinado con la incomodidad del confinamiento y la limitacion de posibilidades de
supervivencia, activando comportamientos fenotipicos de afrontamiento al estrés
adecuados (como, por ejemplo, una alta actividad simpdética; Skoluda y cols., 2015).

En ratones, el procedimiento clasicamente descrito (Porsolt y cols., 1977b)
consiste en introducir el animal de experimentacién en un cilindro de plexiglas de 25
cms de alto y 10 cm de diametro con agua a una altura de 10 cm a una temperatura de
21-23°C (sin la realizacion de pretest). La sesién tiene una duracion de 6 minutos. Adn
asi, la introduccion de pequefias modificaciones en la utilizacion de la prueba es una
constante en las abundantes publicaciones derivadas de este método. Actualmente,
en la literatura encontramos dos grandes estrategias para el uso del FST: por un lado,
usado como prueba de criba, a nivel farmacolégico, en el analisis de la actividad

antidepresiva; y, por otro lado, como fuente de estudio de la situacién conductual,
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mediante la cual se ha intentado dar una explicacién a la conducta de inmovilidad, y su
relaciébn con las caracteristicas tipicas de la depresion humana (Hawkins y cols.,
1980). Esta descrito que hay un momento en estas metodologias en el que los
animales se “deprimen” dejando de luchar por su supervivencia y, por lo tanto, dejando
de nadar. Hasta el momento, el FST no se ha utilizado como forma de estrés agudo,
sin6 siempre como herramienta de evaluacion. Al consistir en una prueba en la que se
somete al animal a una situacién en la que el escape es imposible, se consideré como
factor estresante, aunque fueron necesarias una serie de adaptaciones para que el
resultado fuera lo mas objetivo posible.

Una primera modificacion fue la utilizacion de un espacio con diferentes
medidas en el didmetro; en este caso, el cilindro de plastico que utilizamos (medidas
de 40 cm de alto y 20 cm de didmetro, llenado con agua hasta una altura aproximada
de unos 20-25 cm) era mas grande del utilizado en la descripcién del test original. El
motivo principal fue que interesaba permitir cierto grado de movilidad al raton, para
que pudiese desarrollar sin problemas el estrés provocado sin estar condicionado por
un espacio de dimensiones reducidas, como es el caso de la mayoria de los FST
evaluados, en los que el principal aliciente era la evaluacién de la inmovilidad.
Ademas, existen estudios que también presentan cambios en la ampliacion del tamafio
del cilindro usado en las pruebas (Hilakivi-Clarke LA y cols., 1990; Murua y Molina,
1990). Teniendo en cuenta las nuevas dimensiones del espacio, también hubo que
cambiar el nivel del agua, aunque este dato también se encuentra validado a través de
otras investigaciones que también utilizan el FST (De Pablo y cols., 1989). Otra
variacion aplicada en un inicio fue elevar la temperatura del agua a 37°C, con la
intencion de eliminar el frio como factor estresante afiadido, como otros autores que ya
habian trabajado previamente con el FST a esta temperatura (Thornton y cols., 1990).
Se mantuvo la duracion del test original a 6 minutos porque es el minimo tiempo
suficiente para que el raton desarrolle estrés sin que presente signos depresivos ni
fatiga muscular por la natacion.

Inicialmente, tal como hemos comentado, el objetivo fue aplicar un estimulo
estresante puro, y poder aislar los efectos generados por la combinacion de varios de
estos. Asi se decidié someter el FST a los roedores a una temperatura de 37°C. Si
bien el FST esta descrito a una temperatura de 21°C, permitiendo una variacion de +
2°C (Porsolt y cols., 1977b). La relacion entre el estrés y el frio se encuentra
suficientemente documentada, ya sea mediante la combinacién con otros factores
estresantes como, por ejemplo, la inmovilizacion (Kulkarni y Juvekar, 2008; Saxena y
Singh, 2017) o mediante la aplicacion repetitiva de frio sin restriccibn de movimiento

como forma de estrés aislada (Miyamoto y cols., 2017). Aunque en estos estudios la
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temperatura determinada sea especialmente baja, denotan su influencia y su
participacién como factor estresante agudo. Por este motivo, al realizar el test a 37°C,
se pretendia que el frio no influya directamente sobre el musculo del animal ni que se
generen reacciones autondémicas indeseables. De todas formas, no solamente no se
obtuvieron cambios, sino que se podria llegar a describir un efecto parcialmente
ansiolitico, tanto por el comportamiento tranquilo que presentaban los animales
durante el proceso de experimentacion y posterior a este, como por la visible
disminucioén de los valores de la actividad neuromuscular, todos ellos por debajo del
propio control. Pese a ello, estos experimentos permitieron extraer una conclusion: no
es posible que el ejercicio de nadar durante 6 minutos induzca un incremento en la
neurotransmision espontanea. Hay bibliografia previa que apoya esto (ver por ejemplo
Jafri, 2014). Alun a sabiendas de que la hiperactividad muscular puede no ser
suficiente para explicar el desarrollo y/o mantenimiento del SDM (Intrieri y cols., 1994),
habia la posibilidad de que esta actividad sobreimpuesta pudiera generar cambios
significativos en la actividad neuromuscular. Sin embargo, los resultados obtenidos
durante los experimentos de FST a 37°C descartan esta posibilidad.

Al ver que los resultados no eran los esperados, se disminuy6 la temperatura a
los 21°C descritos para el FST original. Sin embargo, esto obligd a hacer una
evaluacion de la acciéon del agua fria por si misma sobre la neurotransmision
espontanea. Es decir, que se hicieron experimentos de habituaciéon a los 21°C. La
neofobia de los roedores obliga a una habituacion para poder descartar el efecto de la
temperatura al aplicar el FST (Misslin y Cigrang, 1986). De hecho, como se ha
comentado anteriormente, la gran mayoria de modelos de estrés se basan en esta
premisa neofébica durante el desarrollo de sus bases de actuacion (Russell, 1973;
Blanchard y cols., 1974). En este sentido, el modelo de estrés leve crénico de Paul
Willner (1987) se baso en el concepto de que la exposicion repetida a diferentes
factores estresantes (evitando la habituacion y aclimatacion por parte del animal),
permitia obtener una activacién sostenida de los sistemas de estrés en el cerebro y
cuerpo. En esta tesis para conseguir esta habituaciéon se han seguido los principios
usados en los trabajos de Zhong y colaboradores (2019). Estos autores consiguieron
la habituacibn manteniendo a los animales nadando durante un tiempo mas
prolongado, un total de 15 minutos. Aunque en esta tesis se han usado periodos
menores (solo 6 minutos) para la habituacion a la temperatura se marcaron varias
temporizaciones en dias separados y con distinta cantidad de agua. Por otro lado, se
descartaron todos aquellos animales que dejaron de nadar, asumiendo que entraban
en alguna forma de depresion. La FST ha sido validada como un modelo animal de

depresion (Willner, 1984) y como tal, el comportamiento de inmovilidad que muestran
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algunos sujetos es interpretado como un “desanimo conductual”. De todas formas, por
definicion, hay que tener en cuenta que cualquier modelo nunca puede ser
exactamente una réplica del proceso modelado, sino que se trata de una especie de
simplificacion lo mas ajustada posible del mismo. De hecho, para muchos autores el
FST carece de validez en la evaluacibn de la depresion o el comportamiento
depresivo, ya que, como describié en su momento el propio Porsolt (Porsolt y cols.,
1977b) la respuesta de inmovilidad en el transcurso del test es simplemente una
variable dependiente de la situacion de la prueba en si. Ademas de ser una prueba
rapida, y, por lo tanto, no es lo suficientemente prolongada para relacionar signos y
sintomas caracteristicos de la patogénesis de la depresion (cuyo desarrollo
normalmente se extiende durante semanas o incluso meses). La reaccion de flotacion
e inmovilidad por parte del roedor podria ser interpretada como una muestra de
desesperacion consecuente con la impotencia frente a un estresor ineludible agudo.
Recientemente, Molendijk y de Kloet (2019) realizaron un analisis detallado del FST
con el objetivo de determinar si realmente se puede calificar la respuesta de flotacion
por inmovilidad como un comportamiento depresivo excluyente o mas bien puede
determinarse como una forma de expresién implicita en una estrategia de
afrontamiento al tipo de estrés aplicado. Se ha propuesto que esa inmovilidad sea una
forma de enfrentamiento ante el peligro donde se prima la conservacion de energia
hasta que se presente una oportunidad para poder escapar (Molendijk y de Kloet,
2015; Commons y cols., 2017). Sin embargo, como el objetivo de la presente tesis
respecto a esta prueba fue crear una muestra homogénea de comportamiento a la
hora de afrontar el factor estresante mediante FST, se decidié que todos aquellos
animales que dejasen de nadar durante un periodo de tiempo superior a los 30
segundos fueran excluidos del tratamiento. Es decir que la posibilidad de depresion o
impotencia queda descartada en este estudio.

Una vez determinado el corto y leve efecto de la temperatura del agua a 21°C,
se aplicé el FST y se obtuvo un incremento importante en la neurotransmision
espontanea, que se normalizé practicamente por completo al llegar al 7° dia post-FST.
Estos resultados confirman la validez de esta prueba como tipo de estrés agudo, pero,
al no superar el 70% de incremento, resultaba insuficiente por si solo, como factor
destacable en la cronificacion y/o mantenimiento del SDM.

Otra de las cuestiones importantes a debatir estd en el procedimiento del
registro electromiografico. Con el propdésito de conseguir valores del nivel de estrés
que podia generar solamente el agua fria, y de esta forma usarlos como valores
control, fue necesario realizar la electromiografia de la pata izquierda del animal justo

después de las pruebas de habituacién al frio, y previamente a la aplicacion del FST.
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Aunque sabemos que resulta importante focalizarse en estresores que minimicen la
probabilidad de que se produzca una lesion fisica por parte del ratén que pueda influir
en las vias de estrés mediante la activacion de mecanismos nociceptivos o
inflamatorios adyacentes, en este caso nos resulté imposible evitar que el roedor
tuviera que nadar con la herida producida para el registro electromiografico. Esto se
repite en todos los factores estresantes analizados, ya que es importante determinar
los valores control del mismo animal previamente a la aplicacion del estrés, pero
concretamente en este, en el que la implicacibn del movimiento del animal era
necesaria para la correcta ejecucion de la prueba, tiene una consecuencia mas directa
gue el resto. Afortunadamente, los resultados electromiograficos obtenidos, siguen un
patron muy similar entre las distintas formas de estrés utilizadas (incluido este), y este
motivo fue suficiente para demostrar la fiabilidad del procedimiento.

5.6.- ESTRES POR PRIVACION DE ALIMENTO Y AGUA.

Los experimentos siguen la misma dindmica que la lograda con el estudio del
factor estresante del FST manteniendo un incremento tanto en la frecuencia de los
mMEPPs como de las areas que presentaban ruido de placa (con un pico de incremento
parecido entre ambos, alrededor del 150-155%) y con valores control al llegar a los 7
dias post-tratamiento, lo que sirve, por un lado, para justificar este estimulo como
factor estresante agudo y, por otro lado, para incluirlo en el disefio de un patrén
cronico de estrés junto a la inmovilizacion y a la natacion forzada por la gran similitud
gue presentan en la evolucion de sus cambios neuromusculares.

Alrededor de un 15% del tiempo que los ratones pasan despiertos y en
movimiento, lo dedican a comer y beber, dividido en varios episodios de corta duracién
y con un trasfondo social y conductual alimentario marcado (Van de Weerd y cols.,
1997). Este hecho denota no solamente una relevancia biolégica en esta accion, sino
también un papel muy importante en el comportamiento y en la dinamica del animal.
Evidentemente esto convierte la falta de comida y bebida como una fuente plausible
de estrés. Hay que intentar mantener el requisito de que los datos recabados reflejen
solamente los cambios neuromusculares sin que estos se encuentren contaminados
por otros eventos, como deshidratacion u otras a caracteristicas metabdlicas
secundarias al hambre.

Los protocolos de privacidén de alimentos se usan rutinariamente con el objetivo
de iniciar o mantener estados motivacionales que se requieren en un experimento en

particular (Carlini y cols., 2008). Sin embargo, existe una limitada evidencia sobre
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cuando la privacion de alimentos compromete el bienestar animal, y a menudo
provocan cierta controversia entre los miembros del comité institucional de cuidado y
uso de animales (IACUC) que se encargan de revisar su funcionamiento. Por ejemplo,
Dietze y colaboradores (2016) resaltan la falta de experimentos para evaluar
especificamente el impacto que pueden causar los protocolos actuales de privacion de
alimentos en animales con respecto al principio de las 3R descritos y formulado por
Russell y Burch (1959) en su libro “The principle of humane experimental technique”.
Este principio (reemplazo, reduccién y refinamiento), se ha vuelto cada vez mas
importante en el disefio y la realizacion de experimentos con animales (Baumans,
2004; Burden y cols., 2015). Si desglosamos el significado de cada “R”, las alternativas
de reemplazo hacen referencia a aquellos métodos que eviten o sustituyan el uso de
animales, y en el caso que no sea posible, cambiarlo por animales con una menor
percepcion del dolor. Por otro lado, las alternativas de reduccion aluden a cualquier
estrategia que tenga como resultado el menor nimero usado de animales para
obtener datos suficientes que respondan a la cuestion investigada, y en la situacion de
gue el animal tenga que ser sacrificado, sacar el mayor provecho posible de este para
poder limitar o evitar el uso posterior de otros animales con esa misma finalidad (y
siempre intentando no comprometer el bienestar animal). Finalmente, las alternativas
de refinamiento, que destacan la modificacion y substitucion de la cria de animales, o
de los procedimientos necesarios para minimizar el dolor y la angustia, y de esta
manera asegurar el mejor bienestar posible de los sujetos utilizados
experimentalmente, desde su nacimiento hasta su muerte.

Hay que tener en cuenta una serie de cuestiones en la evaluacién de este tipo
de protocolos. En primera instancia, es necesario determinar el grado de abstinencia a
la que debe ser sometido el roedor. Ademas, es fundamental evaluar las posibles
consecuencias adversas que el animal experimentard como resultado de esta
privacion. Finalmente, asegurar el bienestar de los animales, al mismo tiempo que
permitir el cumplimiento exitoso de los objetivos del estudio.

De la misma forma que ocurria con el estrés por inmovilizacion, se puede
establecer una distincién conceptual entre los términos de “restricciéon”, y “privacion” de
alimentos. Restriccion de alimentos implica una limitacién de la ingesta ad libitum que
se describe como la cantidad limitada de alimentos o agua que se proporciona
diariamente o a la que tiene acceso el animal de experimentacion. Por otro lado, la
privacion consiste en la negacion total y absoluta de comida y/o agua, y se describe
como el intervalo de duracion durante la que se produce esta retencién alimentaria.
Aungue conceptualmente en muchos aspectos parece que puedan superponerse, la

realidad es que no pueden usarse indistintamente ya que cada tipo produce efectos
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distintos tanto fisicamente como psicolégicamente. Por ejemplo, en estudios donde se
aplica la restriccion, los animales tienen la oportunidad de comer y beber cada dia,
pero la cantidad de oportunidades de realizar esta accion se encuentra reducida o
limitada notablemente (Toth y Gardiner, 2000). Algunos autores, como por ejemplo
Corton y Brown-Borg (2005), proponen la restriccion calérica como una perspectiva
alternativa generadora de respuestas metabdlicas homeostaticas adaptativas que
pueden mejorar y promover la buena salud y la longevidad a largo plazo en diversas
especies filogenéticamente distintas. En cambio, con la privacion se generan una serie
de reacciones metabdlicas mucho mas pronunciadas y, por lo tanto, que hay que tener
en cuenta a la hora de aplicar este formato de estrés.

Por lo que se refiere a la evaluacién del impacto de la abstinencia de agua en
la salud y bienestar de un animal, hay que comprender los mecanismos fisiol6gicos
que regulan la sed, la ingesta de liquido y la homeostasis hidrica. Los dos estimulos
fisiologicos principales que provocan sed en condiciones normales son la
deshidratacion y la hipovolemia, y son claramente identificables. Cuando un animal se
deshidrata, aumenta la concentracion del liquido intersticial (debido a eso el gradiente
osmotico extracelular extrae el agua de las células y se produce una disminucion del
volumen intracelular), y se reduce el volumen de liquido intravascular (sed
hipovolémica). El grado de deshidratacion desarrollado después de las 24 horas sin
agua es muy variable en funcién de la especie (Toth y Gardiner, 2000). Asi, por
ejemplo, en roedores, que son particularmente eficientes en la gestiéon hidrica, los
periodos de privacién de 24 horas o menos no alteraban las cantidades de ingesta
compensatoria en comparacion a la de aquellos que si disponian de agua, pero si el
periodo de privacién es mas largo, si que se producen aumentos sustanciales en este
aumento de consumo (Dufort y Abrahamson, 1966). La disponibilidad restringida de
agua por intervalos de hasta 24 horas, incluso dentro de un programa de restriccion
cronica mantenida en el tiempo, no causan deterioro fisiolégico. Por ejemplo, un
examen clinico diario y una evaluacion integral organica postmortem no revelaron
anormalidades destacables en ratas (Hughes y cols.,, 1994). De hecho, la
disponibilidad limitada del agua es un desafio homesostatico comun de manera que la
mayoria de los animales presentan un sistema fisiol6gico plenamente adaptado para
este tipo de situaciones, pero toda aquella restriccién que supere las 24 horas se ha
visto que puede terminar resultando en alteraciones que pueden influir a los datos
obtenidos. En este sentido y a la vista de lo comentado anteriormente, el protocolo de
deprivacion de agua aplicado en la presente tesis es completamente adecuado y sin
contaminaciones por complicaciones fisiologicas adaptativas. A diferencia de la

deprivacion hidrica, la evaluacion de los efectos del hambre no cuenta con una
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clasificacion precisa, concisa y universalmente aceptada de los estimulos fisiologicos
implicados en condiciones normales que definan una deficiencia metabdlica. El bajo
conocimiento de la regulacién tanto del hambre como de la saciedad complica la
apreciacion del posible impacto que puede generar una privaciébn de alimentos en
animales (Friedman y Stricker, 1976). Sin embargo, de la misma forma que hemos
visto con la sed, los animales tienen la capacidad de modificar con facilidad sus
patrones de ingesta para adaptarse y acomodarse al acceso programado y/o limitado
a los alimentos. Allaben y colaboradores (1996) para predecir esta necesidad,
realizaron una estimaciéon en funcién del peso corporal y la ingesta de alimentos y la
compararon con los valores de referencia propios de un animal de la misma especie
mediante controles. Gracias a este analisis individualizado, estos autores describieron
determinadas dificultades como que el peso corporal de los roedores, aunque sean
genéticamente idénticos, puede variar notablemente de unos respecto a otros. Otra
dificultad adicional fue que la ingesta de alimentos, y, por lo tanto, las necesidades
caldricas de los roedores varian segun la edad, las condiciones de alojamiento, el
estado fisiol6gico previo al experimento, la movilidad que tengan, o el medio ambiente
y contexto que lo rodea, entre otras caracteristicas, todo ello dificilmente
estandarizable (Romano y cols., 2019). De todas formas, el ayuno prolongado en
roedores, normalmente se termina acompafando de una pérdida de peso corporal, y
evidentemente este parametro es totalmente contrario al confort del animal, por lo que
sera importante evitar que nuestro protocolo pueda alterarse por este tipo de
repercusion metabdlica (Dietze y cols., 2016). Los periodos de privacion de alimentos
de 24 y 48 horas son los protocolos mas utilizados, aunque se ha descrito que la
abstenciéon de comida durante un periodo de 48 horas puede conducir a una pérdida
de peso corporal de hasta el 20% (Garlick y cols., 1973). Este volumen de pérdida de
peso ya se comenta en las directrices establecidas por la Directiva 2010/63/EU del
Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre de 2010 relativa a la
proteccion de los animales utilizados para fines cientificos (Directiva 2010/63/EU). En
estas directrices se establece una clasificacion de severidad de los procedimientos
experimentales en animales de laboratorio, y mientras que la privacién de alimentos de
24 horas en roedores se define como “leve”, durante un tiempo de 48 horas se define
como “moderada”. Otro ejemplo lo encontramos en el estudio de Malatova y Ahlers
(1977), donde examinaron y compararon el ritmo diario del nivel de corticosterona
plasmética en ratas normoalimentadas, en ayuno de 24 y de 48 horas. Mientras que
los pardmetros metabdlicos analizados presentaban cambios poco significativos en
ayuno de 24 horas, después de la privacion de 48 horas se encontraron cambios

notables y alteraciones circadianas significativas. En este sentido, y a la vista de lo
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comentado anteriormente, el protocolo de deprivacion de alimento aplicado en la
presente tesis es completamente adecuado y asi se puede asumir que los resultados
obtenidos son producto del estrés en estado puro.

Por otro lado, era importante determinar si la privacibn de alimentos esta
asociada con un aumento de estrés, tanto metabdlico como psicologico. Cuando se
somete a ratas a un periodo de 24 horas sin alimentos, se obtiene una activacion
simpatica y elevaciones moderadas en los niveles plasméaticos de glucocorticoides
(Malatova y Ahlers, 1977; Abrahamsen y cols., 1995). No obstante, la magnitud de
este aumento es significativamente menor a los que se producen cuando los animales
son sometidos a otros tipos de factores estresantes (Cure, 1989). Los glucocorticoides
son unos buenos indicadores del estrés. Los glucocorticoides promueven la
gluconeogénesis y reducen la utilizacion y el consumo de glucosa por los tejidos
periféricos, con el objetivo de proteger a otros érganos mas importantes que también
son dependientes de glucosa para su correcto funcionamiento (como, por ejemplo, el
cerebro). Ademas, un aumento de la activacion simpéatica suscita una mejor utilizacion
de esta glucosa. Cuando este aumento de actividad metabdlica es controlado, no
produce cambios significativos en la fisiologia del roedor, pero como ya hemos visto,
posterior a las 48 horas de privacion alimentaria, estos niveles glucocorticoides
aumentan notablemente y el ritmo circadiano se deteriora. Desviaciones que sugieren,
de nuevo, que un periodo de ayuno superior a 24 horas se asocia con un aumento del
estrés metabdlico, y probablemente, con una exacerbacién negativa del estrés
psicolégico del roedor.

El impacto psicol6gico, en este caso, es mas complicado de evaluar en
animales dado que ofrecen algunos datos relevantes para determinar este factor pero
gue no se pueden extrapolar al comportamiento humano. Por ejemplo, estudios
realizados en humanos sugieren que la restriccion alimentaria puede causar una
simple “preocupaciéon” por la comida y la alimentacion, pero no necesariamente estrés
fisico o psiquico asociado (Shukitt-Hale y cols., 1997; Friedl y cols., 2000). De todas
formas, es probable que los horarios de restriccion de alimentos a largo plazo no
permitan que el animal pueda comer hasta la saciedad, y con el tiempo, estos
animales pueden experimentar cierto grado de hambre croénica inducida (Friedman y
Stricker, 1976). Ademas, la restriccién alimentaria severa o privacion total durante
varios dias podria verse asociado con el desarrollo de Ulceras gastricas en ratas,
particularmente si se suma a otro factor estresante (Yiy Stephan, 1998).

En resumen, los periodos de mas de 24 horas de privacion de alimentos
pueden resultar perjudiciales para el bienestar del animal tanto fisiolégica como

psicolégicamente. Ademds, estas alteraciones pueden interponerse y alterar los
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resultados obtenidos con la aplicaciéon de este tipo de estrés. En cambio, después de
24 horas de ayuno, o con un grado moderado de restriccion cal6rica, los animales
tendran hambre y podemos afirmar a partir del andlisis del apartado correspondiente,
que se producen cambios significativos en su actividad neuromuscular indicativos de
que los animales sufren cierto grado de estrés psicolégico, pero sin que eso altere su
homeostasis metabdlica ni su salud.

Insistir que, a la vista de lo comentado anteriormente, el protocolo de
deprivacién de alimento y agua aplicado en la presente tesis es completamente
adecuado y asi se puede asumir que los resultados obtenidos son producto del estrés

en estado puro.

5.7.- ESTRES POR AISLAMIENTO SOCIAL.

En el uso de la jaula metabdlica coinciden varios factores estresantes
ambientales conocidos en roedores. Aungque su uso principal es el alojamiento de
animales en el laboratorio, se ha descrito que dicho entorno genera cambios en el
comportamiento. Sin embargo, pocos estudios han abordado especificamente la
naturaleza y la magnitud de este cambio. Por ejemplo, Whittaker y colaboradores
(2016) refirieron que se produce un efecto cuantificable sobre el comportamiento
espontaneo o provocado en roedores, con una tendencia inequivoca a la inactividad,
conduciendo a un estado emocional negativo, lo que podria tener consecuencias
negativas directas en su bienestar.

En la bibliografia existen varios estudios realizados en roedores (Gomez-
Sanchez y Gomez-Sanchez, 1991; Gil y cols., 1999; Eriksson y cols., 2004) que,
mediante el uso de varias pruebas conductuales y fisiolégicas, han evaluado
respuestas relacionadas con el estrés por el alojamiento en este tipo de jaulas. En
general, el metabolismo se ve alterado por este tipo de restricciones, siempre que los
animales son sometidos a esta situacion durante largos plazos de tiempo. Por lo que
se refiere a las respuestas de comportamiento, también pueden verse modificadas,
aunque es méas dificil establecerlo, ya que puede depender de la edad y también es
probable que sea especifico del tipo de prueba aplicada para evaluarlo (Gomez-
Sanchez y Gomez-Sanchez, 1991; Gil y cols., 1999; Eriksson y cols., 2004).

Las jaulas metabdlicas requieren del uso de pisos de rejilla, ausencia de
sustrato de cama para que los roedores puedan hacer sus nidos de descanso ni

elementos de enriquecimiento ambiental que aumenten la habitabilidad del espacio y
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también aislamiento social, ya que su uso es individual, combinado con un espacio
mas pequefio que el de la jaula convencional (aproximadamente, un tercio menos de
area habitable). Se ha demostrado en numerosos estudios que todos estos factores
provocan respuestas negativas conductuales y fisiolégicas en roedores (Manser y
cols., 1995; Whittaker y cols., 2012; Ravanelle y cols., 2014). Por lo tanto, se supone
que la combinacién de todos estos factores, independientemente de la finalidad
metabdlica de la jaula, constituyan un estresor interesante para tener en cuenta.

Kalliokoski y colaboradores (2013), evaluando marcadores de estrés oxidativo
agudo junto con signos clinicos concluyeron que los ratones no son capaces de
adaptarse ni aclimatarse a este tipo de jaulas. La normativa vigente por el bienestar de
los animales dictamina que el tiempo en la que estos animales deben alojarse en estos
habitaculos tiene que ser el menor posible (ver Directiva 2010/63/EU comentada
anteriormente). El elevado grado de actividad del eje HPA, la presencia de variaciones
hormonales que confirman un estrés oxidativo elevado y el aumento del metabolismo
general durante las 3 semanas que duré el estudio de Kalliokoski, justifican la
necesidad de precaucion al interpretar los datos obtenidos en este periodo de tiempo
ya que su condiciébn no puede considerarse representativa de una fisiologia normal.
Este fue uno de los motivos principales por los que en la presente tesis se inici6 este
tipo de experimentos con un tiempo lo suficientemente largo como para poder generar
cambios neuromusculares, pero al mismo tiempo lo suficientemente corto para que no
tuviera la capacidad de generar estos cambios oxidativos negativos comentados.

De acuerdo con lo establecido por la directiva 2010/63/UE del parlamento
europeo y del consejo de 22 de septiembre de 2010, relativo a la proteccion de los
animales utilizados para fines cientificos, el uso de la jaula metabdlica durante un
periodo superior a 24 horas debe clasificarse como un procedimiento de gravedad
moderada con respecto al dolor, sufrimiento y/o angustia, y el confinamiento en esta
estructura superior a los 5 dias, recibe una clasificacion severa (Directiva 2010/63/EU).
Es precisamente por eso, que se inici6 esta fase experimental con 24 horas de
actuacion. Ademas, este corto periodo de tiempo no provoca los resultados
indeseables que un largo plazo puede causar, como ansiedad o depresion (Sahin y
cols., 2019). Sin embargo, no se obtuvieron resultados suficientes y se optd por
prolongar durante 5 dias en la jaula a algunos animales, con el objetivo de observar si
se producia un posible efecto adaptativo que pudiera influenciar en los resultados, o
realmente se mantenia la habituacion que ya observamos durante el uso de la
inmovilizacion.

Con esta metodologia los resultados obtenidos estan en concordancia con lo

que previamente se ha publicado (Whittaker y cols., 2012; Ravanelle y cols., 2014). La
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neurotransmision espontanea se incrementd inmediatamente después de la aplicacion
del estresor, alcanzando un maximo a las 48h y normalizandose paulativamente hasta
los 7 dias después del tratamiento.

Hay que tener en cuenta que en este tipo de estrés existe la presencia de mas
de un factor estresante acumulado en la misma metodologia. El aislamiento social,
combinado con la inmovilizacion relativa, y la limitacién de recursos basicos, como la
comida y el agua, pueden resultar una combinacion de factores asociados al uso de la
jaula metabdlica (Whittaker y cols., 2012; Ravanelle y cols., 2014) dificiimente
controlables y, a la vez, resultar como un elemento afadido que incremente los
cambios neuromusculares detectados en comparacién con los factores homdénimos
presentes en los distintos tipos de estrés agudos estudiados aisladamente. De todas
formas, los cambios obtenidos en esta tesis no fueron lo suficientemente importantes
como para modificar la linea de trabajo y se confirmé que la jaula metabdlica sigue la
misma linea que los estresores analizados anteriormente. Ademas, nuevamente se
determind que el uso de un Unico estresor agudo resultaba insuficiente para que los
cambios electrofisiol6gicos fueran compatibles con la generacién de un PGM.

En ratones introducidos en estas jaulas esta descrito que la ingesta de agua y
alimentos, la miccion y el peso corporal no parecen estabilizarse hasta
aproximadamente 4 dias después de la aclimatacion a este nuevo espacio (Stechman
y cols., 2010). La estabilizacién de estos parametros se puede interpretar como una
habituacion del animal al entorno y de esta forma los cambios observados sélo
corresponderian a la actividad neuromuscular, y no se encontrarian asociados a
posibles cambios metabdlicos. Aprovechando que el uso de la jaula metabdlica
requiere de una baja demanda fisica muy parecida a la generada mediante el estrés
por inmovilizacion sumado a la natural inclinacibn de estos animales hacia la
inactividad por la restriccion de movimiento y por la incomodidad del espacio en si y
partiendo de la premisa que el uso de la inmovilizacién también se aplicé durante 5
dias consecutivos, se propuso seguir la misma pauta y mantener al animal un total de
5 dias confinado en la jaula metabdlica para determinar si posteriormente a su
utilizacién, el roedor presentaba sintomas de habituaciéon, o bien rompia con los
patrones establecidos hasta el momento y se producia una cronicidad en el
incremento de la actividad mantenida en el tiempo, mediante un aumento en la
potencia de los resultados obtenidos. Durante este aislamiento social prolongado se
obtuvo un incremento significativo de la neurotransmision espontanea muy parecido al
encontrado mediante una Unica intervencion durante 24 horas, pero con la direferencia
gque se obtenian los primeros resultados en momentos diferentes. Mientras que en el

uso de la jaula metabdlica 24 horas los primeros cambios se obtuvieron a partir de las
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48 horas posteriores, en los experimentros con 5 dias consecutivos en la jaula
metabdlica se obtuvieron los primeros resultados a las 24 horas post-tratamiento. Esto
es indicativo de la potencia de este tipo de estrés. Seguramente por este motivo, este
incremento no se termind de normalizar por completo en ninguno de los tiempos
estudiados. La disminucién tardia obtenida en la neurotransmisién espontdnea podria
justificarse por una relativa habituacion del animal a la jaula metabdlica (Stechman vy
cols., 2010). Este hecho confirma la idea ya planteada en algunos estudios de que si la
exposicion diaria se genera alrededor de un mismo tipo de estrés, sin combinar
estimulos nuevos, se reducen las posibilidades de generar cambios significativos que
se puedan mantener a largo plazo (Marti y Armario, 1998; Armario y cols., 2008).
Ademas, reafirma la necesidad de seguir analizando tipos de estrés agudo distintos
entre ellos que permitan conformar una cronicidad en el incremento de la actividad

neuromuscular.

5.8.- ESTRES POR ULTRASONIDOS.

El aparato auditivo del raton (de la misma forma que la fonacion) ha
evolucionado hasta poder escuchar y emitir frecuencias mucho méas altas de las
perceptibles por el mismo aparato en humanos (Sewell, 1970). Concretamente, su
rango auditivo esta desde 5-20 kHz y 50 kHz (Baumans y cols., 2010), mientras que el
rango auditivo humano se mantiene entre 20 Hz hasta un maximo de 20 kHz. Los
ratones, solamente emiten vocalizaciones ultrasénicas en 2 contextos sociales. Las
mas habituales, producidas por los cachorros, correspondientes a llamadas de
atencion en situaciones de falta de cuidado o en por frio (<10 kHz), o llamadas de
socorro cuando las separan de sus madres (50-70 kHz) (Uematsu y cols., 2007). En la
edad adulta, las sefales emitidas por los ratones macho adultos cuando se encuentran
con hembras o cuando son estimulados mediante feromonas femeninas (= 70 kHz)
(Nyby y cols., 1977). Otros estudios, han demostrado que estas emisiones ultrasonicas
de los ratones macho tienen caracteristicas de comportamiento similares a las
canciones de las aves, incluyendo toques silabicos con secuenciacion temporal, frases
repetidas y variabilidad entre individuos (Holy y Guo, 2005). En resumen, los roedores
precisan de foma habitual y vital de los ultrasonidos.

Algunos de los ruidos habituales de los bioterios pueden ser una fuente de
estrés para estos animales, sobre todo si la exposicion al ruido, aunque sea de
intensidad moderada, es relativamente larga. Asi, por ejemplo, Cheng y su equipo

(2011) evidenciaron efectos negativos progresivos en el aprendizaje y la memoria de
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los ratones cuando se sometian a esta contaminacion acustica mantenida y aplicada
en distintas fases. Es decir, la exposicidn crénica a un estimulo ultrasénico de impacto
emocional variable resulta ser un procedimiento potente de estrés en roedores (Litvin y
cols., 2007). Recientemente, y siguiendo esta linea, Pavlov y colaboradores (2019)
demostraron justamente que una exposicion de 3 semanas a frecuencias alternas
ultrasénicas impredecibles, dentro de un rango de 20-25 kHz y 25-45 kHz, pueden
inducir caracteristicas similares a la depresion en murinos de laboratorio (ver también
Morozova y cols., 2016). Teniendo en cuenta que la mayoria de los modelos utilizados
en esta forma de estrés estan orientados a provocar depresién en los animales, en
esta tesis se planted crear un protocolo que provoque estrés agudo, y que pudiera
resultar comparable con las otras formas de estrés aplicadas.

Como se ha comentado, tanto las ratas como los ratones muestran una gran
sensibilidad emocional a los sonidos producidos en determinados rangos de
frecuencia, y concretamente, se sabe que los roedores emiten los sonidos alrededor
de un rango de 20-25 kHz en situaciones extremas, como la derrota social o en
presencia de dolor, aversion o miedo ineludible (Portfors, 2007). Por ese motivo, en la
presente tesis se ha optado por emplear una exposiciébn a una frecuencia alterna
impredecible de entre 20-25 kHz que corresponde a una vocalizacion referente a un
“estado emocional negativo” (Kuraoka y cols., 2010).

Para determinar los tiempos de exposicién, en la bibliografia se encuentran
periodos prolongados, por ejemplo 3 semanas, con la intencién de evaluar las posibles
fuentes de estrés oxidativo asociados a la ansiedad y a la depresién (Costa-Nunes y
cols., 2020). Para evitar esas situaciones, inicialmente se plante6 usar una
periodicidad corta, con una exposicion ultrasénica de 3 horas. Sin embargo, los
resultados obtenidos tanto en el registro intracelular como en el registro
electromiografico, no muestran cambios importantes mas all4d de las primeras 24
horas, y con una reversion a valores control a partir de las 48 horas posteriores a la
exposicion al factor estresante. Por lo que se aumentd el periodo de exposicion al
ultrasonido hasta las 24 horas. Como se ha comentado anteriormente, este periodo de
tiempo esta justificado que puede ser estresor sin efectos indeseables. En este caso,
si que se obtuvo un aumento de la neurotransmision espontanea claramente visible a
partir de las primeras 24 horas post-tratamiento que se mantuvo elevado a las 48
horas, pero que, al igual que habia sucedido en el andlisis de los otros factores
estresantes, fue decreciendo hasta llegar a valores control al 7° dia.

En resumen, con el uso del ultrasonido durante 24 horas, se consigue la quinta
forma de estrés. Todas ellas presentan una evolucion muy similar respecto a la

neurotransmision espontanea.
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5.9.- BUSQUEDA DEL ESTRES CRONICO IDONEO.

Mientras que el estrés agudo favorece la adaptacién y sirve como protector
bioldgico, el estrés cronico es maladaptativo y termina causando dafios, tanto a nivel
central como periférico (McEwen, 2007). Esto explicaria, en parte, el motivo por el que
ninguno de los estresores, analizados de forma aislada, son suficientes para mantener
cambios funcionales el suficiente tiempo como para convertirles en candidatos de
colaborar de forma directa en la generacién o mantenimiento del SDM.

En el ambito de la investigacion preclinica, se han desarrollado varios
paradigmas para investigar los efectos del estrés crénico de los roedores en
laboratorio. Hace ya muchos afos, Hans Seyle (1952) desarrollé su famosa teoria
acerca de la influencia del estrés sobre la capacidad de afrontar o adaptarse a las
consecuencias patolégicas o lesionales. Seyle establecid, bajo el nombre de
“Sindrome de Adaptacion General” (General Adaptation Syndrome, GAS), que la
respuesta al estrés se incrementard independientemente del estimulo provocador.
Segun este autor, la teoria se distribuye en 3 etapas bien definidas. Una primera fase
de alarma, en la que el organismo, ante la percepcion de una posible situacion de
estrés empieza a desarrollar un camulo de alteraciones a nivel tanto fisiologico como
psicolégico. Una segunda fase de adaptacion y resistencia, en la que el conjunto de
procesos comportamentales, fisiolégicos, cognitivos y emocionales desarrollados en la
fase anterior se reorganizan para afrontar esta situacién de estrés y limitar asi sus
efectos patologicos. Y finalmente una fase final de agotamiento, que sélo se inicia en
caso de fracaso de los elementos adaptativos comentados, y en la que predominan los
trastornos fisiol6gicos, psicologicos y psicosociales con clara tendencia a la cronicidad.
Para desarrollar la presente tesis de la forma mas eficaz posible, fue trascendental
llegar a esta ultima fase. Para ello hay que tener en cuenta factores como los
parametros fisicos del estimulo ambiental del propio estrés aplicado (por ejemplo, la
intensidad o la frecuencia de un ruido), las caracteristicas especificas del animal
estresado, el grado de amenaza percibido, la interaccién del estrés con otros
estimulos ambientales asociados que puedan influir sobre la situacion, o el grado de
control sobre el estimulo de estrés aplicado (Anisman y Merali, 1999).

Uno de los primeros modelos a estudiar fue el de estrés cronico leve (Chronic
Mild Stress o0 CMS) consistente en una exposicion intermitente a diversos factores
estresantes imprevisibles. Este paradigma desarrollado por Willner y colaboradores
(1962) permite evitar la adaptacién y la previsibilidad de una exposicién repetida a la
misma, y para ello, utiliza una gran variedad de estresores fisicos, como el frio, la

privacion de alimentos o cambios en el ciclo de la luz con una variacion diaria del
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estimulo estresante. Este programa, aunque fue validado para generar depresion y
aumentar el comportamiento relacionado con la ansiedad y anodinia de los ratones, se
ha denunciado en ocasiones debido a su falta de eficacia, e incluso por los efectos
ansioliticos y la controversia que genera en sus resultados experimentales (Schweizer
y cols., 2009).

Posteriormente, el propio Willner (Willner y cols., 1987) desarrollé el “modelo de
estrés moderado”, basado en el hecho de que la exposicién repetida a diferentes
agentes estresantes acaba resultando en una activacion sostenida de los sistemas de
estrés, tanto en el cerebro como en el resto del cuerpo, siempre evitando,
evidentemente, la habituacion y la aclimatacién por parte del animal. La idea que la
exposicion al estrés crénico puede ser un motivo causal en la evolucion de trastornos
afectivos y se apoya en los hallazgos de la funcion alterada y notablemente
aumentada de la actividad del eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal y sistema S-
Adenosilmetionina, y en el aumento de los niveles de la hormona liberadora de la
hormona corticotropa (CRH) en pacientes que presentan depresion (Nemeroff y cols.,
1984). Estos mismos aspectos se cumplen en pacientes con PGM (Yoshihara y cols.,
2005), hecho que deberia de ser suficiente para que estos cambios autonémicos
justificaran, en parte, las posibles alteraciones a nivel neuromuscular que puede sufrir
el animal.

El conflicto con la presente tesis es que estos modelos preclinicos se presentan
como un modelo de depresion bien por una disminucién del consumo de sacarosa
como una forma de desarrollo de anhedonia, como por su reversibilidad mediante la
administracibn de antidepresivos convencionales, lo que limita los parametros
analizados y la metodologia utilizada (Schmidt y cols., 2007). Ademas, gran parte de la
variabilidad de resultados en estos modelos puede ser debida a la manca de
estandarizacion en la forma de su aplicacion, combinando distintos tiempos, o con el
uso de diferentes estresores, entre otros aspectos.

También hay que tener en cuenta el hecho de usar esta adaptacion del modelo
para probar la capacidad de resiliencia o susceptibilidad por parte de los ratones,
estratificando aquellos que son vulnerables a sufrir cualquier sintoma relacionado con
un proceso depresivo respecto a los que consiguen superar la implantacion del estrés
sin este tipo de consecuencias durante su transcurso (Bergstrom y cols., 2008).
Estudios como los desarrollados por Schmidt y colaboradores (2007) aprovechan para
induir inestabilidad social a través de un protocolo especifico de estrés social crénico
(Chronic Social Stress 0 CSS) y aunque éste demostré cambios en el comportamiento
y cambios relacionados con la ansiedad o la depresion, no se pudo determinar si

realmente estas respuestas eran patologicas o podian ser un fenémeno adaptativo por
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parte del animal para afrontar y sobrevivir en un entorno potencialmente amenazador,
y que terminara seguidamente con una habituacion.

La mayoria de las enfermedades y patologias relacionadas con el estrés
cronico, como la depresion o la ansiedad, se caracterizan por la presencia de niveles
elevados de glucocorticoides. Hay una estrecha conexién de estas hormonas con la
respuesta de adaptacion al estrés por lo que gran parte de los estudios se han basado
en paradigmas donde se aplican estresores fisicos relacionados con la inmovilizaciéon
(Sapolsky y Meaney, 2000; Dal-Zotto y cols., 2003). No obstante, la duracion total del
estrés por restriccion de movilidad presenta muchas variaciones en funcién del
experimento realizado. El principal motivo de esta heterogeneidad metodolégica se
encuentra en la actual ambigledad existente en el concepto de estrés croénico,
particularmente en los modelos animales estudiados. Estudios como los realizados por
Kim y Han (2006) han utilizado rasgos y caracteristicas tipicas de la conducta animal
como parametros de evaluacion del estrés, y sus resultados muestran que estos
criterios psiquiatricos cumplen los suficientes requisitos para poder ser utilizados como
prototipo de paradigma en estudios relacionados con el estrés crénico en animales.
Con todo, en ninguno de estos estudios se evalla la actividad neuromuscular ni la
influencia del estrés en estos cambios de actividad.

Por otro lado, los parametros usados durante los procesos metodoldgicos para
la generacién del estrés son habitualmente muy prolongados. Por ejemplo, en el
estudio comentado anteriormente de Kim y Han, se demostré que el tratamiento de
contencibn de 2 horas diarias durante 14 dias era suficiente para inducir
comportamientos relacionados con la ansiedad y la depresién (Kim y Han, 2006). Sin
embargo, en la presente tesis se han obtenido cambios electrofisiolégicos y
electromiograficos en un periodo de tiempo mucho mas corto.

La mayoria de los procedimientos publicados que se realizan para conseguir un
estrés cronico son a muy largo plazo, con periodos de incluso varias semanas. Esto es
asi dado que se buscan condiciones patolégicas identificadas mediante cambios en
parametros a nivel fisiol6gico y central (peso corporal, afeccion de la piel, medidores
de estrés cerebrales, peso suprarrenal, entre otros; Strekalova y cols., 2004; Schmidt y
cols., 2007). En la presente tesis, como el objetivo era distinto, antes de iniciar la
busqueda de un estrés crénico fue necesario asegurar que este podia ser fruto de la
combinacién de diferentes agentes estresores agudos y estudiarlos de forma individual
para asegurar que eran viables y acordes con el objetivo de la tesis de incrementar la
actividad neuromuscular e intentar generar cambios morfolégicos identificables a nivel

microscopico.
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En las condiciones habituales de los laboratorios de experimentacion animal, el
estrés se puede provocar facilmente de numerosas formas. Sin embargo, estos
modelos de estrés se encuentran facilmente asociados a situaciones, como la
habituacion, o la sensibilizacion por parte del animal, que pueden llegar a generar
dudas respecto la calidad de los resultados y la validez de las conclusiones
experimentales (Patchev, 2006). También hay que tener en cuenta el cumplimiento de
una serie de precauciones generales que ayudan a garantizar la reproducibilidad de
los experimentos. Varios estudios sugieren que hay un trasfondo genético que puede
aumentar la vulnerabilidad del animal a la hora de afrontar retos ambientales, como,
por ejemplo, la exposicién a la novedad (Boleij y cols., 2012). Estos hallazgos obligan
a considerar directrices y protocolos especificos de la cepa utilizada para tener en
cuenta sus capacidades adaptativas especificas para no generar sesgos en los
resultados obtenidos. Todos estos factores han sido considerados en la presente tesis
(ver el apartado “Animales de Material y métodos”).

5.10.- ESTRES CRONICO POR COMBINACION DE ESTRESORES.

Actualmente, uno de los mayores obstaculos que encontramos en la
investigacion preclinica experimental del SDM es el de provocar cambios relevantes y
que se mantengan en el tiempo. En el laboratorio de Neurofisiologia de la Universidad
Rovira i Virgili se determindé un modelo de PGM en ratén que, después de una sola
inyeccion de neostigmina subcutanea, la frecuencia de los mEPPs se mantuvo muy
elevada, el mayor incremento que se ha obtenido en ninguna situacion experimental
hasta el momento (~300% de incremento), pero solamente el primer dia posterior al
tratamiento, y aproximadamente a las 48 horas, los valores correspondientes al
namero de eventos espontaneos presentes durante el registro se normalizaban
(Margalef y cols., 2019). De hecho, el cédmputo global de todos los parametros
alterados durante la aplicacion de este modelo animal no dura mas de 3 dias. Es
probable que el incremento en la liberaciébn espontdnea de ACh no sea un factor
suficiente para alargar la presencia de PGMs, que habitualmente es de mas de una
semana, y esta situacion podria estar relacionada con la ausencia de la intervencion
de factores perpetuantes asociados, como podria ser el estrés.

Con el objetivo de mantener este aumento de ACh, la Ultima parte del trabajo
consisti6 en combinar los distintos protocolos de estrés agudo, de manera que el
animal no pudiera habituarse y asi mantener el estrés, de manera mas prolongada y

eficaz.
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Se ha comprobado que un aumento de ACh en la hendidura sinptica provoca
una potenciacion retrégrada en la secrecion de mas ACh (Santafé y cols., 2006;
Santafé y cols., 2015). Es decir, si se consigue mantener un flujo constante de ACh,
los cambios neuromusculares registrados podran mantenerse durante un periodo mas
largo de tiempo. Por ese motivo se pretendié crear una situacién en que pueda existir
estrés prolongado. Asi que los distintos factores estresantes agudos fueron
seleccionados de manera aleatoria y continuada, pero que evitaran cualquier intento
de adaptacién. Se ha comentado anteriormente que la exposicion impredecible a este
tipo de factores induce estrés en ratones (Monteiro y cols., 2015). El hecho de privar
de alimento durante 24 horas antes de una prueba de FST puede resultar un
condicionante importante en los patrones de inmovilidad, y, por lo tanto, en la
respuesta conductual del roedor (Jefferys y Funder, 1991); asi que estos dos factores
estresantes no pueden ser consecutivos. Por otro lado, también era necesario que los
tiempos de recuperacibn marcados entre las distintas aplicaciones de estrés se
cumplieran para que no se pudiera producir ningun tipo de interaccion endocrina y/o
metabdlica que pudiera contaminar indebidamente los resultados finales.

Ademas, entre estresor y estresor, fue necesario aplicar 24 horas de descanso
para que el animal se recuperase, a veces inlcuso fisicamente, para poder afrontar un
nuevo estresor. Ya se ha comentado, por ejemplo, que la privacion de comida durante
un periodo de 48 horas puede producir una pérdida de peso en el ratén (Garlick y
cols., 1973). Obviamente no se puede extrapolar esta situacion a esta combinacién de
estresores, ya que la etiologia de cada uno de ellos es distinta, pero se valor6 evitar
una acumulacion rapida de los factores que pudiera colaborar en la apariciéon de
alteraciones oxidativas que pudieran influenciar directamente o indirectamente en el
experimento, o que, ademas pudieran contravenir a las normas establecidas por la
Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre de
2010 relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos (Directiva
2010/63/EV).

Se valor6 que la prueba de natacion forzada adaptada tuviera que ser el ultimo
estresor aplicado. Por un lado, porque la conducta de inmovilidad permite asumir si el
raton esta presentando sefiales depresivas, indicativo de que hay que descartar este
animal (Porsolt y cols., 1977b; Hawkins y cols., 1978). Por otro lado, porque fue la
prueba que presentaba mas cambios en los tiempos post-exposicion, debido al
proceso de habituacién a la temperatura del FST de 21°C. De esta forma, al ponerla
en la fase final del estrés combinado, estos tiempos no interferian con las 24 horas de

recuperacion existente entre cada fase.
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Con esta combinatoria de estresores, la neurotransmisibn espontanea
incrementd de forma significativa inmediatamente post-tratamiento, igual o mas
potente que los resultados obtenidos en el pico maximo de los estresores aislados.
Concretamente con el registro intracelular, este incremento se mantuvo mucho mas
alto que ninguna otra situacion estresora experimental estudiada hasta el momento en
el transcurso de esta tesis (~200% de incremento), tanto a partir de los 3 dias, como a
los 7 dias post-estrés y permanecié elevado hasta los 15 dias posteriores a su
aplicacion.

De hecho, de todos los experimentos realizados hasta el momento en el
laboratorio, estos resultados obtenidos en LAL solo se encuentran superados
mediante la inyeccidon de neostigmina, aunque en este caso los valores elevados ya
volvian a la normalidad a los 3 dias (Margalef y cols., 2019). En cambio, en este
estudio, encontramos el climax a los 7 dias posteriores, y aunque a los 15 dias
observamos una disminucion, se mantiene un incremento significativo superior al 60%.
Por otro lado, mediante la implementacién de dietas ricas en grasas durante un mes
se obtuvo un incremento en la neurotransmision espontanea que se mantuvo elevado
hasta 3 semanas posteriores a la intervencion (Gimenez-Donoso y cols., 2020). En
cambio, con el estrés inducido, podemos afirmar que el aumento en los cambios
neuromusculares obtenidos no es debido a posibles alteraciones metabdlicas y/o
oxidativas asociadas, sino simplemente como respuesta a la combinacion psicofisica
aplicada, hecho que potencia alin mas la trascendencia de que se consiga mantener
elevado durante un tiempo tan prolongado.

Todo esto, supone un paso importante en el estudio del SDM proponiendo el
estrés como factor desencadenante/perpetuador con datos objetivos. Ya hemos
comentado anteriormente que, hasta la actualidad, se especula que todo aquello que
aumente la neurotransmision puede participar en originar y/o mantener los PGM. En
resumen se puede afirmar que el estrés crénico, influye de forma clara en el aumento
de la neurotransmisidn espontanea, y aunque los cambios electrofisiol6gicos
analizados lo respaldan como una de las posibles fuentes que rodean la génesis, el
desarrollo y/o la perpetuacion del SDM, consiguiendo una actividad neuromuscular
aumentada hasta los 15 dias posteriores a su utilizacion, la falta de imagenes
histolégicas que contribuyan en su determinacién morfoldgica, hacen suponer que, por
si solo, no tenga la suficiente potencia para establecerse como generador de PGM, y
requiere de la participacion de otros factores asociados para llegar a este desenlace.
De todas formas, los resultados finales obtenidos en esta tesis parecen avalar la
hipotesis integrada respecto a posibles mecanismos indicadores de la disfunciéon

sinaptica.
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6.- CONCLUSIONES
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1.- El estrés agudo incrementa la neurotransmision espontdnea en cada uno de los
tipos analizados: inmovilizacion, FST, privacién de alimento y agua, aislamiento

social y ultrasonidos.

1.1. Se ha detectado un fenémeno de habituacion a algunos estresores de
manera que los ratones son capaces de predecir al estresor y, por tanto, no
se obtiene incremento en la neurotransmisién espontanea.

1.2. Una vez sorteados los fendmenos de habituacion individuales, todos los
estresores agudos presentan una dinamica similar: incremento tardio en la
neurotransmisién espontanea (24-48 horas) que se mantiene un maximo de

5 dias y con retorno a la normalidad en a los 7 dias.

2.- Se ha creado una secuenciacion razonable de estresores agudos que evitan la
habituacion y generan una situacion de estrés mantenido considerado como modelo

animal de estrés cronico.

3.- El estrés crénico generado por la exposicion a estresores secuenciales combinados
incrementa la neurotransmision espontanea de una manera diferente a la

provocada por cada uno de los estresores individualmente.

3.1. Los valores de neurotransmision espontdnea son mas elevados en el
modelo de estrés cronico que en ninguno de los estresores individuales que
lo conforman.

3.2. El incremento en la neurotransmisién espontanea fue inmediato y se
mantuvo sobre 15 dias.

3.3. Los valores de neurotransmision espontanea en el modelo de estrés crénico
son los mas elevados referenciados mediante una situacibn no

farmacologica.

4.- En ningln caso hubo variaciones en la amplitud de los mEPPs indicando que

ninguna forma de estrés alteraba la fisiologia postsinaptica.

5.- Ninguno de los factores estresantes estudiados, agudos o crénico, son capaces de

crear nodos de contraccion.

5.1. Se propone que un valor superior al 200% de incremento de la

neurotransmisién espontanea puede ser capaz de generar nodos de contraccion.
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El estrés cronico, generado a partir de la sumacién de los factores estresantes
agudos, genera un incremento de la neurotransmisién espontanea, que se perpetia
durante varias semanas reforzando su papel transcendental en la creacién y/o
perpetuacion de los PGM. Sin embargo, al no obtener imagenes de nodos de
contraccion, se considera que no tiene la suficiente potencia para establecerse como
generador de PGM por si solo y que requiere de la participacion de otros factores

generadores.
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