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RESUMEN

Los accidentes cerebrovasculares (ACV) cursan con trastornos motores secundarios a la lesion
inicial. A nivel mitocondrial se produce un incremento del estrés oxidativo, ocasionando dafio
tisular y relacionadndose con las alteraciones de la funcién motora. La terapia con estimulacion
eléctrica funcional (FES) puede restaurar la actividad mitocondrial en pacientes con ACVsy

traducirse, a su vez, en una mejorar de la funcién motora muscular.

Para estudiar el impacto de la terapia FES sobre la actividad de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial (CTEM) y sobre la funcion motora, se llevaron a cabo andlisis in vitro,
mediante espectrofotometria ultravioleta-visible de la actividad de los complejos (I, 11y V),
del gliceroaldehido-3 fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y de la monoaminooxirreductasa
(MAO), en celulas mononucleares periféricas de pacientes con ACVs. La actividad del
complejo 11y de la MAO, se determind también en plaquetas. La funcion motora fue evaluada
a través de diferentes escalas de fisioterapia. Ambas variables fueron medidas antes y después

de 12 sesiones de tratamiento con FES (2 por semana).

Los resultados mostraron que la actividad de los complejos de la CTEM, el G3PDH y la MAO
se encontraba significativamente reducida en los pacientes con ACVs pretratamiento, tanto en
células mononucleares periféricas como en plaquetas; exceptuando el complejo 11 en plaquetas
y la MAO en células mononucleares periféricas. Sin embargo, tras el tratamiento con FES, la
actividad mitocondrial de todos los complejos, del G3PDH y de la MAO se encontro
significativamente incrementada, en los pacientes con ACVs, en ambos tipos celulares.
Ademas, se detectaron correlaciones significativas entre la recuperacion de la actividad

enzimatica y la funcion motora en pacientes con ACVs.

En conclusion, los estudios preliminares indican que la FES puede restablecer la funcion
motora y la actividad mitocondrial, que se encuentran dafiadas en pacientes con ACVs.
También, la correlacion entre ambas variables podria sefialar la relacion existente entre las
disfunciones de la CTEM vy las del musculo esquelético. No obstante, se deben llevar a cabo
mas estudios para determinar si los cambios en la actividad mitocondrial y funcién motora
pueden ser usados como biomarcadores de la patologia y/o de la eficacia del tratamiento con
FES.

Palabras clave: mitocondria, estimulacion eléctrica funcional, accidente cerebrovascular



1. INTRODUCCION

1.1 VIA PIRAMIDAL: ACCIDENTES CEREBROVASCULARES

1.1.1 Viay sindromes piramidales

El sistema piramidal es un cumulo de axones motores que presenta dos tractos, el
corticonuclear (1) que se origina en la corteza cerebral para finalizar a nivel del tronco
encefélico y el corticoespinal (2), cuyo trayecto va desde la corteza cerebral hasta la médula
espinal para realizar sinapsis con la segunda motoneurona (1,3). A continuacion, los impulsos
nerviosos se transmiten hacia diferentes musculos esqueléticos. En consecuencia, el sistema
piramidal, es responsable de movimientos voluntarios rapidos y finos (4). Cabe destacar que,
en la parte anterior del bulbo, la mayoria de los axones motores se decusan al lado contralateral
y por ello, el hemisferio cerebral controla el hemicuerpo del lado contrario (5).

Los sindromes piramidales son consecuencia de lesiones producidas en las neuronas
implicadas en el control muscular (via piramidal) (1). La sintomatologia se manifiesta, de
manera general con trastornos motores y en funcion de la motoneurona afectada pueden

presentarse los siguientes signos (6):
- Motoneurona superior: espasticidad, hiperreflexia, debilidad.
- Motoneurona inferior: atrofia, arreflexia, hipotonia.

Dentro de los sindromes piramidales se clasifica la esclerosis multiple (EM), las lesiones
medulares espinales (LME), los accidentes cerebro vasculares (ACV) y la paralisis cerebral
(PC), entre otras (7,8).

1.1.2 Accidente cerebrovascular

Los ACVs son aquellos trastornos que producen alteraciones funcionales y estructurales
neuronales en distintas areas cerebrales, debido a una hipoxia mantenida, consecuencia de una
variacion brusca (interrupcion o reduccion) en la circulacién cerebral en dicha(s) region(es) (9).
Asi, el ACV ocasiona un déficit transitorio o definitivo del funcionamiento de las mismas,

provocando asi alteraciones sensitivas, motoras y cognitivas (10).

El ACV supone la primera causa de discapacidad en Europa,ya la segunda causa de muerte,
estimandose su incidencia entre 95-190/100.000 habitantes al afio (11). Segun el Instituto

Nacional de Estadistica (INE) y la Sociedad Espafiola de Neurologia (SEN), a principios de



2022, los casos en Espafia ascendian, aproximadamente, a un total de 330.000. El 50 % de las
personas que sufren un ACV presenta algun tipo de discapacidad para las actividades basicas
de la vida diaria (ABVD) (12).

Los ACVs puede clasificarse en dos subtipos en base a la causa que determina la presencia de

la patologia: isquémico (80%) y hemorragico (20%) (13).

e EIl ACV isquémico se produce consecuencia de una disminucion e insuficiencia de
aporte de sangre al SNC, provocando un &rea circunscrita de infarto cerebral.
Atendiendo a su etiologia pueden subclasificarse en: trombatico, por la formacion de
un coagulo de sangre en una arteria cerebral in situ; y embdlico, por la formacién de
un coagulo de sangre en otro lugar del cuerpo que, posteriormente, se desplaza al
cerebro (embolias arterio-arteriales y embolias cardio-cerebrales). Cuando los
sintomas se mantienen menos de 24 horas, es denominado un accidente isquémico
transitorio (AIT) (14).

e EI ACV hemorrégico es debido a sangrados parenquimatosos y/o subaracnoideos.
Generalmente, son causados por hipertension arterial (HTA), roturas de aneurismas

y/o malformaciones arteriovenosas (13).

En funcion de la zona afectada, las funciones alteradas variaran, aunque es muy frecuente que
el ACV dé lugar a la afectacion del sistema piramidal, ocasionando asi un sindrome de
primera motoneurona 0 motoneurona superior. Es importante destacar que, en caso de
producirse en los ganglios basales o cerebelo, este dafio se clasificara dentro de los sindromes

extrapiramidales (15).

Las manifestaciones clinicas del ACV pueden clasificarse dependiendo de si hacen referencia
a una pérdida o disminucion de las funciones (manifestaciones clinicas negativas) o a la

aparicion de funciones nuevas o anormales (manifestaciones clinicas positivas) (16).

Por un lado, las manifestaciones clinicas negativas engloban: abolicion de los reflejos
superficiales, asi como paralisis o paresia de musculos, cuyos centros estan presentes en

niveles infralesionales (16).

Por otro lado, las manifestaciones clinicas positivas abarcan: espasticidad muscular
(generalmente en musculatura antigravitatoria) e hiperreflexia de la musculatura cuyos centros

se encuentran en la zona infralesional; apareciendo reflejos patologicos y clonus (16).



1.2 MITOCONDRIA: DISFUNCION MITOCONDRIAL EN LOS ACCIDENTES
CEREBROVASCULARES

1.2.1 Fisiologia de la cadena transportadora de electrones

La mitocondria es un organulo presente en la mayor parte de las células eucariotas, aunque el
namero aumenta en los tejidos que requieren mayor energia como es el casodel sistema
nervioso o tejido muscular (17). Se compone de una membrana externa (MME) e interna
(MMI), encontrandose entre ellas el espacio intermembrana (EIM). La MMI contiene
diferentes complejos que forman la cadena de transporte de electrones mitocondrial (CTEM),

involucrados en la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) mediante fosforilacion oxidativa (18).

En el complejo I, también denominado nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa
(NADHDH) o NADH ubiquinona oxidorreductasa, se produce la oxidacion del NADH a
NAD™; a través de la transferencia de 2e a la molécula de ubiquinona (coenzima Q) para
reducirla a ubiquinol. Esto da lugar a la translocacion de 4 protones al EIM (19). Los electrones
son transportados al complejo 11, complejo citocromo bcl o Ubiquinona-citocromo C
oxidorreductasa, mediante la ubiquinona. El complejo 111 cataliza la transferencia de electrones
del ubiquinol al citocromo C. Este complejo también produce la translocacion de 4 protones
al EIM. Seguidamente, los 2 electrones se dirigen al complejo IV, complejo C oxidasa, a través
del citocromo C; donde se cataliza la transferencia de electrones desde el citocromo C
reducido al oxigeno molecular (02), dando lugar a moléculas de agua (H,O) (20). Los
protones transportados por este complejo,en este caso, son 2. EI complejo V, ATP sintasa, da

lugar a la sintesis de ATP gracias a la energia del gradiente electroquimico transmembrana;

provocado por el paso de protones de los complejos I, 11y IV (21).
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Figura 1. Esquema del flujo de electrones a través de los complejos de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial. Los puntos rojos representan la formacién de especies reactivas de oxigeno (22).



La monoaminooxirreductasa (MAO) es una enzima oxirreductasa que desamina las
catecolaminas y se encuentra en la MME. Se relaciona con la CMTE ya que la MAO se una a
la flavina adenina dinucleotido, actuando como transportador, para posteriormente ceder los
electrones al complejo IV de la CMTE (23).

La principal fuente intracelular de generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) es la
mitocondria, debido a esta transferencia de electrones durante la produccién de ATP. Las ROS
son moléculas organicas e inorganicas de tamafio muy pequefio que presentan un electron
desapareado en el orbital mas externo (24). Por tanto, son inmensamente reactivas. Su
formacion se debe al subproducto del metabolismo del oxigeno, principalmente en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, y son tres las especies: anion superoxido
(02 ), el peroxido de hidrégeno (H,0,) y el hidroxilo (HO ). Sobre todo, su formacion se
produce en los complejos I 'y 111, siendo la produccion en elcomplejo 11 disminuida a causa de
la estructura de la enzima (19,20). Asimismo, la MAO genera H,O, citosdlico que es
transportado a la CTME, aumentando la formacion de ROS y pudiendo inducir dafio a
diferentes proteinas y lipidos (23).

Diversos sistemas antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutasa, catalasa...) y no
enzimaticos (melatonina, vitamina D, vitamina E...) regulan la concentracion celular de ROS.
Por tanto, la presencia de desequilibrios entre la produccion y los mecanismos antioxidantes

pueden ocasionar estrés oxidativo (21,24).

1.2.2 Disfuncion mitocondrial en los accidentes cerebrovasculares

Las mitocondrias son las principales responsables de la produccion de energia en el cerebro y
regulacién de la homeostasis celular. En los ACVs se han detectado alteraciones en la CTEM
que se relacionan con la disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, formacién de ROS,
inflamacion y apoptosis (Figura 2) (25). Por tanto, las alteraciones en la CTEM parecen ser
determinantes en la patogénesis y progreso del ACV (26).
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Figura 2. Disfuncion mitocondrial en el ACV. Fuente: Propia

Tras la isquemia se produce la alteracién de la cadena, ocasionando una disminucién de la
fosforilacion oxidativa, produccion de ATP y aumento de radicales libres. En consecuencia,
las macromoléculas son oxidadas; asi como las vias de sefializacion (25). Ademas, se han
observado disminuciones en la expresion de los genes que codifican las proteinas de la CTEM,;
asi como mutaciones en el ADN mitocondrial que se asocian a un incremento del riesgo de
padecer ACVs (27).

En los ACVs tanto agudos como cronicos, la actividad de los complejo I, I, 'y IV se
encuentra disminuida, repercutiendo en el metabolismo energético mitocondrial, lo que
conlleva una reduccion de la sintesis de ATP y aumento de la liberacion de ROS (28). El
aumento de estos niveles y la apertura de canales de calcio, los cuales aumentan la
permeabilidad de la membrana y liberacion del citocromo, pueden conducir a la muerte

neuronal (29).

Asimismo, las alteraciones en la CTEM se relacionan con la activacion de procesos
inflamatorios. Los genes inflamatorios se encuentran incrementados en pacientes con ACVs

y su activacién participa en la disfuncion mitocondrial y aumento del estrés oxidativo (30).

1.3 ESTIMULACION ELECTRICA FUNCIONAL: EVIDENCIAS Y EFECTOS
PRODUCIDOS EN LA MITOCONDRIA

1.3.1 Estimulacién eléctrica funcional

La estimulacion eléctrica funcional (FES), es un tipo de estimulacion eléctrica la cual mediante
trenes de impulso provoca potenciales de accion en las motoneuronas que inervan un musculo

o directamente sobre este, originando asi contracciones musculares (31). En consecuencia, es



posible inducir diferentes movimientos que el paciente no puede realizar debido a las alteraciones en la
funcion motora, producidas por el ACV (32).

Los efectos de la FES, a pesar de aplicarse de manera local, pueden extenderse a nivel
funcional (mejora de la funcion motora de las extremidades, mejora en la realizacion de las
AVDs, mejora cardiovascular...) (33) y a nivel neurofisiologico (disminucién de la difusion

axonal, aumento de la activacion de las areas motoras corticales...) (33).

La tecnologia FES multi-campo se basa la utilizacion de electrodos multi-campo superficiales
para mejorar la selectividad de estimulacion, colocacion y configuracion de los electrodos. Los
electrodos estan formados por humerosos campos de estimulacion que, a su vez, pueden ser

estimulados de manera aislada originando un determinado patron (34).

Los dispositivos permiten el uso en sesiones de rehabilitacion activa pudiendo realizar
multitud de ejercicios y aumentar el nimero de activaciones y contracciones musculares por
sesion; asi como estimular la realizacion de los movimientos ausentes, promoviendo la

neuroplasticidad y reaprendizaje motor (35).

Por un lado, el dispositivo Fesia Grasp (Fesia Technology, Donostia-San Sebastian, Espafia)
(Figura 3), se utiliza para la rehabilitacion de la extremidad superior y presenta un electrodo
multi-campo. El electrodo esta formado por 32 catodos y 8 anodos, pudiendo aislar ocho
movimientos primitivos: flexion de mufieca, extension de mufieca, flexion de pulgar,
extension de pulgar, flexion del indice, extension del indice, flexion de los dedos 3,4,5 y
extension de los dedos 3,4,5. Los movimientos primitivos dan lugar a cuatro movimientos
funcionales diferentes. Los pardmetros de estimulacion pueden variar: la intensidad entre 0 y
60 miliamperios; la frecuencia entre 0 y 40 hercios; y el ancho de pulso entre 150 y 300

microsegundos (36).

Figura 3. Dispositivo Fesia Grasp. A: banda textil ajustable; B: estimulador; C:electrodo multi-campo (37).



Por otro lado, el dispositivo Fesia Walk (Fesia Technology, Donostia-San Sebastian, Espafia)
(Figura 4), es usado como tratamiento rehabilitador de la extremidad inferior y cuenta también
con un electrodo multi-campo. El electrodo esta compuesto por 16 catodos y 4 anodos que
estimulan los nervios peroneo comun y tibial. De esta forma, se produce la flexion plantar y
dorsal en las fases correspondientes de la marcha (detectadas por el sensor inercial). Los
pardmetros de estimulacion pueden variar: la intensidad entre 0 y 60 miliamperios; la

frecuencia entre 0 y 40 hercios; y el ancho depulso entre 150 y 300 microsegundos (38).

Figura 4. Dispositivo Fesia Walk. 1: electrodo; 2: banda textil; 3: estimulador; 4: sensor inercial (37).

1.3.2 Impacto de la estimulacion eléctrica funcional en la mitocondria

Cualquier cambio en las mitocondrias afecta directa o indirectamente a la funcién del musculo
esquelético; por lo que la disminucion del potencial de membrana mitocondrial puede ser

precursor de dafio oxidativo celular (39).

La FES mediante la induccién de sefiales, produce un aumento de los estimulos contractiles
en el musculo esquelético, lo que conduce a modificaciones bioquimicas y, por tanto, a la
biogénesis mitocondrial (40). Este suceso también puede ser ocasionado por el incremento de
genes relacionado con la sintesis de proteinas mitocondriales (41). En consecuencia, se
produce un aumento de la sintesis de ATP, de la actividad oxidativa y de la regulacién de
enzimas antioxidantes (42). A su vez, puede producir vasodilatacién arteriolar, aumentando la
capacidad de perfusion del musculo tratado. De esta forma, se mejora la capacidad
mitocondrial para producir energia en presencia de oxigeno, dando lugar a un incremento en

la fuerza muscular y movilidad de los pacientes (43).

Igualmente, se ha observado que puede inducir la regulacién de la autofagia. Este fendmeno
podria producirse mediante la via de sefializacion Sirt3, principalmente y de manera

secundaria a traves de la Sirtl y quinasa. La Sirt3 es una desacetilasa dependiente de NAD+



que se encuentra en la mitocondria y regula numerosas enzimas antioxidantes. Ademas,
desacetila los componentes de la cadena de transporte de electrones, incluyendo NADHDH,

SDH y el complejo 111, aumentando la eliminacion de ROS (44).

Finalmente, tras el ACV la disminucion de ATP y despolarizacion mitocondrial es esencial
conseguir un Optimo transporte mitocondrial axonal para poder satisfacer las demandas
metabolicas. La FES, en funcion de la frecuencia, consigue mejorar el transporte mitocondrial

y puede ocasionar la regeneracion central y periférica axonal (45).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los ACVs cursan con trastornos motores, consecuencia de lesiones producidas en las neuronas
implicadas en el control muscular. La instauracion del sindrome provoca, a nivel mitocondrial,
alteraciones en la CTEM dando lugar a la induccion del estrés oxidativo y aumento de los
niveles de ROS. La terapia basada en la FES podria restaurar la funcién mitocondrial a través
de diferentes mecanismos: eliminacion de ROS, aumento de la sintesis de ATP e incremento
de la biogénesis mitocondrial. De este modo, se mejoraria la funcion de la CTEM y se

obtendrian mejoras en la funcion motora.

Asi, el objetivo general de este trabajo es determinar el efecto de la FES en la funcién motora
de pacientes que han sufrido accidentes cerebrovasculares, asi como sobre la actividad de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, en muestras de sangre periférica procedente
de pacientes con secuelas motoras. Los objetivos especificos del trabajo son:

1. Caracterizar el efecto de la estimulacién eléctrica funcional en la capacidad motora

funcional de pacientes que han padecido accidentes cerebrovasculares.

2. Investigar el efecto de la estimulacion eléctrica funcional sobre la cadena de transporte
de electrones mitocondrial en pacientes que han padecido accidentes

cerebrovasculares.

3. Investigar la posible correlacion entre la actividad mitocondrial (pre- y postratamiento)

y el factor prondstico de mejora de la funcion motora en pacientes con ACVs.

3. METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDIO



Este proyecto es un estudio cuasiexperimental sin farmacos. El protocolo se ha desarrollado
bajo las recomendaciones del Comité de Bioética Asistencial (CEA) del Hospital Universitario
de Donostia (Donostia, San Sebastian, Espafia) y de acuerdo con la Ley 14/2007 de la
Investigacion Biomédica, Principios Eticos de la declaracion de Helsinki y resto de principios

éticos evaluables.

El estudio ha sido llevado a cabo en un marco de colaboracion entre la Universidad del Pais
Vasco (UPV/EHU) (Leioa, Bizkaia, Espafia), IMG Pharma Biotech S.L. (Derio, Bizkaia,
Espafia) y Fesia Technology S.L. (Donostia/San Sebastian, Gipuzkoa, Espafia).

3.2 CRITERIOS DE SELECCION DE SUJETOS

3.2.1 Criterios de inclusién

Se consideraron sujetos a estudio todos los pacientes, hombres y mujeres, mayores de edad
que estuvieran diagnosticados de ACV en estado cronico o agudo, que no hubieran recibido
terapia rehabilitadora en los Gltimos 6 meses y fueran susceptibles de responder a terapias con

FES mediante los dispositivos Fesia Grasp/Fesia Walk.

3.2.2 Criterios de exclusion

No se incluyeron aquellos pacientes con informacién insuficiente respecto a su edad,
diagnostico, antecedentes médicos y fecha fin de su Ultima terapia rehabilitadora.

3.2.3 Criterios de eliminacion

Los pacientes diagnosticados o que manifestaron alguna otra enfermedad concomitante del
SNC y/o que hubieran recibido terapia rehabilitadora en los 6 meses previos al inicio del

estudio.

Una vez se reclutaron los sujetos se procedio a informar al paciente sobre el procedimiento y
firmar el consentimiento informado.

3.3 TAMANO MUESTRAL

El tamafio muestral fue calculado para un periodo comprendido entre octubre de 2022 y junio
de 2024 (proyecto Trabajo Fin de Grado (TFG) y Trabajo Fin de Master (TFM).

Aceptando un riesgo a de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste bilateral, se precisan 33

sujetos (n=33) para detectar una diferencia igual o superior a las 0,15 unidades de ratio de



10

actividad enzimatica del complejo I y IV en comparacion con la actividad del citrato sintetasa,
estudiada con espectrometria de ultravioleta-visible (46). Se asume que la desviacion estandar
comun es de 0,21 para dicha medida. Se ha estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del
5%. En el periodo comprendido entre enero de 2023 y marzo de 2023 (TFG) fue posible

reclutar una muestra de n=4 pacientes y n=4 voluntarios sanos.

3.4 SUJETOS A ESTUDIO

Tras el reclutamiento se procedio a registrar los datos sociodemograficos y clinicos de cada
sujeto (Tabla 1).

Tabla 1. Datos sociodemograficos y cinicos de los sujetos a estudio.

VARIABLES

DATOS

Sexo (n, (%))

Edad (afio, media, +SEM)

Edad inicio enfermedad (afio, media, £SEM)
Tiempo desde diagndstico (afio, media, +SEM)
Tipo de ACV (n, (%))

2 (50%) Muijer

2 (50%) Hombre

61.5 +13.3

51.75 +12.9

8,75 +4.6

2 (50%) ACV isquémico izquierdo

1 (25%) ACV isquémico cardioembolico izquierdo

1 (25%) ACV isquémico derecho de causa
hemorragica periférica

Tiempo desde ultimo tratamiento rehabilitador (n, 4 (100%) > 6 meses

(%))

Comorbilidad cardiovascular (n, (%))

3 (75%)

Comorbilidad endocrina (n, (%)) 1 (25%)
0

Comorbilidad visual (n, (%)) 3 (75%)
Comorbilidad auditiva (n, (%)) 1 (25%)
Farmacos anticoagulantes (n, (%)) 2 (50%)
0

Farmacos hipoglucemiantes (n, (%)) 1 (25%)
0

ACV: Accidente cerebrovascular

3.5 INTERVENCION

Tras el reclutamiento, en primer lugar, se realizé la valoracion funcional y motora de cada
participante, mediante diferentes escalas y test funcionales validados: Fugl-Meyer, Berg,
escala de Daniels, escala de Ashworth y Sit to Stand. Los datos fueron recogidos por el mismo

fisioterapeuta. A su vez, se realiz0 a cada participante la extraccion sanguinea (pretratamiento)

A continuacion, todos los participantes se sometieron a 12 sesiones de FES con Fesia Walk

ylo Fesia Grasp. Todas las sesiones de rehabilitacion tuvieron una duracion de 60 minutos y
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se administraron 2 veces por semana, dejando un minimo de 48 horas entre ellas. Las sesiones

fueron realizadas por el mismo fisioterapeuta.

Finalmente, se tomaron de nuevo las mediciones de la funcion motora y la extraccion

sanguinea (postratamiento) (Figura 5).

PRETRATAMIENTO

Pellet de plaquetas

Extraccion

POSTRATAMIENTO

Andlisis actividad
mitocondrial
Pellet de plaquetas

Extraccion

/ A sanguinea sanguinea
el
® ¢ 4
Andlisis actividad 12 sesiones de 2
~
‘.,_? . S —>  mitocondrial > jentocon > " N e
@ g FES “
N el \ ®
Valoracion = 8
funcional [ ] T % Pellet de linfocitos .F_

Pellet de linfocitos

Valoracién
funcional

Figura 5. Esquema del procedimiento llevado a cabo para la realizacion del ensayo. Fuente: Propia

3.6 ESCALAS DE VALORACION
FUGL MEYER

La prueba Fugl-Meyer se utiliza como herramienta de evaluacion estandarizada en pacientes
con ACVs, para medir su capacidad motora y sensorial. Se compone de 5 secciones
correspondientes a distintos aspectos de la funcién motora y sensorial: funcionalidad de
miembro superior e inferior, sensibilidad, equilibrio y coordinacion. Cada una de ellas esta
compuesta por diversas tareas cuya puntuacién puede oscilar de 0 (capacidad limitada) a 2
(capacidad normal) pudiendo obtener un méaximo de 226 puntos; 100 de los cuales

corresponden a la seccién de la funcion motora (47).
ESCALA DE ASWORTH

La escala de Asworth es usada como instrumento de evaluacion en pacientes con alteraciones
neuroldgicas, permitiendo medir su tono muscular. Para ello, se realiza un movimiento pasivo
articular y se observa la resistencia que se opone al movimiento. Su puntuacion varia entre 0

(tono muscular normal) y 4 (tono muscular alto con rigidez) (48).
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ESCALA DE DANIELS

La escala de Daniels sirve como herramienta de evaluacion para determinar la fuerza muscular
en pacientes con alteraciones neuromusculares. El evaluador realiza movimientos especificos
para cada muasculo o grupo muscular contra la gravedad y con resistencia; obteniendo
puntuaciones desde 0 (ausencia de contraccion muscular) a 5 (contracciéon muscular normal

contra resistencia maxima) (49).
ESCALA DE BERG

La escala de Berg se emplea como prueba de evaluacion del equilibrio en personas mayores
y/o con alteraciones neuroldgicas, especialmente hemipléjicas. La escala consta de 14 tareas
que el paciente debe realizar pudiendo obtener una puntuacion de O (incapacidad) a 4
(capacidad normal). De esta forma, la puntuacion total de la escala es de 56 puntos (excelente
equilibrio); pudiéndose obtener puntuaciones entre 45 a 56 para considerarse una

deambulacion independiente (50).
RANGO DE MOVIENTO ARTICULAR

El rango de movimiento articular (ROM) corresponde a los grados de movimiento que realiza
una articulacion concreta y es medido mediante goniometria (°). En clinica se usa para evaluar

la funcion articular de pacientes con afecciones musculoesqueléticas (51).
SITTO STAND

La prueba de Sit to Stand evalua la fuerza y resistencia de la musculatura de la extremidad
inferior. En pacientes con ACV se usa para conocer la capacidad motoray funcional, asi como
el progreso durante su rehabilitacion. El paciente parte de una posicion de sedestacion con
espalda apoyada sobre el respaldo de la silla. La orden que debe ejecutar el paciente es la de
levantarse y volver a la sedestacion, 5 veces. La prueba se repite tras 1 minuto de descanso.
En ambas ocasiones, se registra el tiempo en segundos que tarda el paciente en realizar la
prueba (52).

3.7 REACTIVOS

La 3,3’-diaminobencidina (DAB), el citocromo C de corazon equino, el nitro azul de tetrazolio
(NBT), la azida sodica, el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), la albumina de

suero bovino (BSA), la triptamina, la nicotinamida adenina dinucleétido deshidrogenasa
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(NADHDH) y el succinato sodico dibasico (SDH) fueron adquiridos a Sigma Aldrich (San
Luis, Misuri, EE.UU.).

3.8 EXTRACCION DE SANGRE PERIFERICA

La obtencidn de muestras se llevé a cabo mediante la extraccion de sangre venosa periférica,
mediante venopuncidn y realizada por una enfermera de la Universidad Docente de Donostia
(Donostia, San Sebastian, Espafia). Se extrajeron dos tubos de 4.5 mL a cada paciente, para
evitar la coagulacion, los tubos utilizados contenian citrato soédico (BD Vacutainer®, BD-

Plymouth, Reino Unido). Las muestras se mantuvieron a 4°C hasta su posterior procesamiento.

3.9 AISLAMIENTO DE PLAQUETAS Y CELULAS MONONUCLEARES
PERIFERICAS

El aislamiento se realiz6 mediante el uso de un gradiente de Ficoll (dBiolab, Barcelona,
Espafia) técnica optimizada en IMG Pharma Biotech S.L. (Figura 6). El volumen de sangre
extraido en la venopuncién se mezcld con un volumen igual de solucién salina balanceada
(pH 7.4). Seguidamente, la mezcla se deposito sobre el mismo volumen de Ficoll, formando
dos fases bien diferenciadas. El gradiente se centrifug6é (Multifuge 3S-R con rotor 75006445,
Haraeus, Alemania) durante 40 minutos a 400 g y a temperatura ambiente. Tras este proceso,
se pudo observar la formacion de tres fases: la superior, de color amarillento, correspondiente
a las plaquetas; seguida de otra fase formada por un halo blanco, a las células mononucleares
periféricas; y la inferior, de color rojo, a la hemoglobina sedimentada.

La primera capa (plaquetas) se transfirio a nuevos tubos y se centrifugd (Multifuge 3S-R con
rotor 75006445, Haraeus, Alemania) durante 15 minutos a 14000 revoluciones por minuto
(rpm) a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y el pellet que se obtuvo

correspondia a las plaquetas. Se conservé a -80°C hasta su posterior analisis.

La segunda capa (células mononucleares periféricas) se transfiri6 a tubos nuevos, se afiadieron
3 volimenes de solucion salina balanceada, para realizar el lavado de posibles restos de Ficoll,
y se centrifugo (Multifuge 3S-R con rotor 75006445, Haraeus, Alemania) durante 15 minutos
a 14000 rpm a temperatura ambiente. De esta forma, tras la centrifugacion, se formo un pellet
de células mononucleares periféricas que se conservd a -80°C hasta su posterior analisis
(Figura 6).



Figura 6. Esquema del proceso para realizar el aislamiento de plaquetas y células mononucleares periféricas, a
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partir de una muestra de sangre periférica. SSB: Solucion Salina Balanceada. Fuente: Propia.

3.10 DETERMINACION DE PROTEINAS

14

La determinacion de proteinas se realiz6 para cada muestra siguiendo el método de Bradford

(53), basado en la union del azul de Coomassie a las proteinas presentes en la muestra,

pudiendo determinar su concentracion (Figura 7). Para ello, cada muestra se diluyé (1:20) en

tampon fosfato (0,5 mM; pH 7.6), evitando asi posibles interferencias de otros componentes

presentes en la muestra. Para poder determinar la cantidad de proteinas, se utilizé una curva

de calibracion interna de BSA. A cada 10 pL de muestra se adicionaron 250 pL de reactivo

de Bradford. A continuacion, la mezcla se incub6 durante 15 minutos en agitacion y la

absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 595 nm, mediante el uso de un

espectrofotometro Multiskan FC (Thermo Scientific®, Waltham, Massachussets, EE. UU.)
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Figura 7. Determinacion de proteinas mediante método Bradford. Las dos primeras columnas representan la curva de

calibracién interna de BSA. La tercera y cuarta columna representan diferentes muestras de diferentes pacientes. Fuente:

Propia.
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3.11 DETERMINACION DE LA FORMACION DE SUPEROXIDO INDUCIDA POR
NADH DESHIDROGENASA EN SANGRE PERIFERICA

El estudio de la actividad del complejo I se realiz6 mediante la induccion de NADHDH vy la
formacion de superdxido en células mononucleares periféricas. Para ello, se utiliz6 como
indicador el NBT que participa en las reacciones redox aceptando electrones. De esta forma,
en esta reaccion, el NADH se oxida en el complejo | a NAD+ y los dos electrones generados
durante la oxidacidn, viajan al transportador dUQ. Los electrones desviados a la formacion de
superdxido son captados por el cromdgeno NBT, reduciéndose y formando el compuesto

insoluble azul oscuro (formazan) (54).

Para la determinacion de la formacion de superoxido inducida por NADHDH, las células
mononucleares periféricas (0.1 mg/mL) fueron incubados en NADH (0.35 mM), NBT (0.5
mg/mL) y dUQ (100 uM), en tampon fosfato (5mM; pH 7.4), en presencia o ausencia de azida
sodica (10 mM). La reaccion comienza con la adicion de las células mononucleares
periféricas. La formacion de superdxido fue medida en intervalos de 2 minutos, durante 15
minutos a una longitud de onda de 595 nm, en un lector de placas de microtitulacion,
Multiskan FC (Thermo Scientific®, Waltham, Massachussets, EE. UU.).

3.12 DETERMINACION DE LA FORMACION DE SUPEROXIDO INDUCIDA POR
SUCCINATO DESHIDROGENASA EN SANGRE PERIFERICA

El estudio de la actividad del complejo 11 se realiz6 mediante la induccién de la SDH y la
formacion de superoxido en células mononucleares periféricas y plaquetas. Para ello, se utilizd
como indicador el NBT. El succinato es transformado a fumarato a través del complejo
mitocondrial I, produciendo dos electrones que viajan a la ubiquinona (UQ), la cual los cede
para formar el anion superoxido. EI NBT se reduce al captar los iones superdxidos y forma su

compuesto insoluble azul oscuro (formazan) (55).

Para la determinacién de la formacion de superdéxido inducida por la SDH, los células
mononucleares periféericas y plaquetas (0.1 mg/mL) fueron incubados en SDH (10 mM), NBT
(0.5 mg/mL), dUQ (100 puM), en tampon fosfato (5mM; pH 7.4), en presencia o ausencia de
azida sodica (10 mM). La reaccion comienza cuando se adicionan las células mononucleares
periféricas. La formacion de superoxido fue medida en intervalos de 5 minutos durante 300
minutos a una longitud de onda de 595 nmn, en un lector de placas de microtitulacion,
Multiskan FC (Thermo Scientific®, Waltham, Massachussets, EE. UU.).
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3.13 DETERMINACION DE LA FORMACION DE SUPEROXIDO INDUCIDA POR
GLICEROALDEHIDO 3-FOSFATO DESHIDROGENASA EN SANGRE
PERIFERICA

La actividad de la lanzadera mitocondrial G3PDH se estudié mediante la formacién de
superoxido en células mononucleares periféricas. Durante la reaccion el G3P se oxida a 1,3-
bifosfoglicerato en presencia de un cofactor de reduccion y los electrones son transferidos al

NBT que se reduce para formar su forma insoluble formazan (56)

Para la determinacién de la formacion de superdxido inducida por G3PDH, las células
mononucleares periféricas (0.1 mg/mL) fueron incubados en G3PDH (10 mM), NBT (0.5
mg/mL), dUQ (100 puM), en tampédn fosfato (5mM; pH 7.4), en presencia o ausencia de azida
sodica (10 mM). La reaccion comienza cuando se adicionan las células mononucleares
periféricas. La formacion de superoxido fue medida en intervalos de 5 minutos durante 300
minutos a una longitud de onda de 595 nmn, en un lector de placas de microtitulacion,
Multiskan FC (Thermo Scientific®, Waltham, Massachussets, EE. UU.).

3.14 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOCROMO C OXIDASA EN
SANGRE PERIFERICA

La actividad mitocondrial del complejo IV se estudié mediante la induccién del citocromo C
oxidasa (CCo) y la oxidacién del DAB en células mononucleares periféricas. Para ello, el
DAB se us6 como dador de electrones, el cual reduce el citocromo C y produce un precipitado

de color marrén que determina la actividad del complejo IV (57).

Para la determinacion de la actividad de la CCo, las células mononucleares periféricas (0.1
mg/mL) fueron incubados con DAB (0.05%) en una solucion de tampoén fosfato (5mM; pH
7.4), en presencia de citocromo C (0.01%). La reaccion comienza con la adicion de las células
mononucleares periféricas. La oxidacién del DAB fue medida cada 2 minutos, durante 214
minutos, espectrofotométricamente a 450 nm, en un lector de placas de microtitulacion,
Multiskan FC.

3.15 DETERMINACION DE LA FORMACION DE SUPEROXIDO INDUCIDA POR
MAO EN SANGRE PERIFERICA

La actividad de la MAO se estudié mediante la formacion de superdxido y la oxidacion de la

triptamina, en células mononucleares periféricas y plagquetas. Para este fin, se uso el NBT
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como aceptor de electrones. La oxidacion de la triptamina provocé la transferencia de
electrones al NBT. Durante la reaccion, los grupos funcionales que presenta la triptamina,
debido al anillo aromatico indol, forman enlaces covalentes con el NBT reducido; dando lugar

a la formacion del complejo insoluble formazan (color azul oscuro) (58).

Para determinar la actividad de la MAO, los células mononucleares periféricas y plaquetas
(0.1 mg/mL) fueron incubados en una solucién que contiene NBT (0.5 mg/mL), triptamina (5
mM), duQ (100 uM), en tampon fosfato (5mM; pH 7.6), en presencia 0 ausencia de azida
sodica (10 mM). La reaccion comienza con la adicion de los células mononucleares periféricas
o0 plaquetas. La formacion de superdxido fue medida cada 2 minutos, durante 180 minutos,
espectrofotométricamente a 595 nm, en un lector de placas de microtitulacién, Multiskan FC
(Thermo Scientific®, Waltham, Massachussets, EE. UU.).

3.16 TRATAMIENTO DE DATOS

Las medidas de la actividad mitocondrial y formacion de superdéxido (voluntarios sanos y
pacientes pre- y postratamiento) fueron obtenidas mediante espectrofotometria de ultravioleta-
visible, en datos de absorbancia. Las velocidades de cada dato (voluntarios sanos, pre- y
postratamiento) se obtuvieron a partir de un modelo de regresion lineal de ensayos de
formacion de superoxido; determinando asi las pendientes para cada uno de los datos
(voluntarios sanos, pre- y postratamiento). El tratamiento y el analisis de los datos se llevd
a cabo mediante el software Excel (version 17.0, Microsoft, EE. UU.) y GraphPad (version
9.2, GraphPad, La Jolla, California, EE. UU). La normalidad de los datos se comprobo
mediante la prueba estadistica Shapiro-Wilk, con a fijado en 0.05. La comparacion entre
voluntarios sanos y pacientes pretratamiento se realizé mediante el analisis estadistico Mann-
Whitney, para los datos no paramétricos, y la prueba t-Student no pareada para los datos
paramétricos, ambos andlisis con a fijado en 0.05. La comparacion de la formacién entre
pacientes pre- y postratamiento se llevé a cabo mediante la prueba t-Student pareada, para los
datos paramétricos, y el analisis estadistico Wilcoxon para los datos no paramétricos; ambos

analisis con a fijado en 0.05.

cv==2 (1)
X
Y1 = X —DF x SD Yp = X —DF x SD
*SD: desviacion estandar; DF: factor de desviacion; y CV: coeficiente de variacion.

La identificacion de los valores atipicos se realizo aplicando la Ecuacién 1.
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Los puntos se identificaron como valores atipicos y se excluyeron si Y1 es mayor que el punto
analizado o Y2 es menor que el punto examinado. En el andlisis se utiliz6 un factor de

desviacion de 1,25. El nivel de significancia se establecio en un valor de p<0.05.

Posteriormente, fueron representados en GraphPad (version 9.2, GraphPad, La Jolla,

California, EE. UU) como valores de formacion neta (D.O).

El tratamiento y analisis de los datos de las escalas de valoracion motora y funcional de
fisioterapia se llevd a cabo mediante el software Excel (version 17.0, Microsoft, EE. UU.)
y GraphPad (version 9.2, GraphPad, La Jolla, California, EE. UU). La normalidad de los datos
se comprob6 mediante la prueba estadistica Shapiro-Wilk con o fijado en 0.05. Para los datos
con una distribucién no paramétrica se realizo el andlisis estadistico Wilcoxon con o fijado en
0.05. El andlisis de los datos con distribuciones paramétricas se realiz6 mediante una prueba
t-Student pareada o no pareada de acuerdo con las comparaciones a realizar.

La correlacién entre los datos de la actividad mitocondrial y la valoracion funcional y motora
se represento en el programa Orange (version 3, GLP, Liubliana, Eslovenia) tras agruparlos
de manera jerarquica basindose en la correlacion de Pearson. Para comprobar que la

agrupacion no era casual, se seleccionaron aquellas correlaciones significativas (p<0.05).

3.17 VARIABLES

e La generacion de especies reactivas de oxigeno producidas por los complejos I, 11y
IV, de la lanzadera de electrones mitocondrial y de la MAO debido a los inhibidores

selectivos de estos.

e Lamejora clinica de la funcién motora alcanzada respecto a cada paciente, de manera
individual. Esta variable se midié mediante diferentes escalas y test funcionales

validados (Fugl-Meyer, Berg, escala de Daniels, escala de Ashworth y Sit to Stand).

4. RESULTADOS

4.1 VALORACION FUNCIONAL Y MOTORA DE LA MUSCULATURA

Para evaluar el efecto de la FES en la funcién motora de los pacientes con ACVs, se realizo la
valoracion funcional, mediante diferentes escalas y test validados, de cada paciente antes y

después del tratamiento para posteriormente, conocer los cambios producidos postratamiento.
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4.1.1 Berg

Se observo una mejora significativa en el equilibrio de los pacientes tras las 12 sesiones de

tratamiento, mediante la evaluacion de la escala de Berg (14.34 +5.59%, p<0.01) (Figura 8).
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Figura 8. Puntuacion en la escala de Berg obtenida en los pacientes pre- y postratamiento. Puntuacion de la escala

de Berg pre- y postratamiento expresado como media £EEM (t-Student pareado, **p < 0.01)

4.1.2 Rango de movimiento articular

Se observd una tendencia de mejora en los grados de movimiento articular (ROM), tras la
administracion de FES para todos los movimientos. Se observaron mejoras estadisticamente
significativas para los movimientos de extension de mufieca (28.88 +19.75%; p<0.05) y
flexion dorsal (31.25 £11.78%; p<0.05) (Figura 9).



20

RANGO DE MOVIENTO ARTICULAR
B PRETRATAMIENTO

150+
POSTRATAMIENTO
*
1004
= II
©
O
]
]
5 —~
=2 2. 504
]
8 *
b= M
S
* T I
0-
T b
T f £ L £ & 8§ & 8§ = %
= § g I < © o a a O o
i = = [ E m m o o w L
a [=} o o = = [5] 5] = =
< o o ] < o <] et = S =
[s) o o e T T o o = =
= = = = = = > w = =
§ © © & 3 & & & 2 ¢ 2
i 2 i ] = &= 2 o = o 2
— wi — = | | w > = wi
w p,—< [T w o w — w w |;<
("] n] i

Figura 9. Rango de movimiento articular (en grados) obtenido pre- y postratamiento. ROM pre- y postratamiento
expresado como media +SEM. Para los datos con una distribucion paramétrica se llevé a cabo el analisis estadistico

mediante un t-Student pareado con a fijado en 0.05. *p<0.05.

4.1.3 Asworth

El efecto de la FES en el tono muscular (espasticidad) de los pacientes se llevo a cabo mediante
la escala de Asworth. Se observd, de manera general, una mejora tras el tratamiento, con
cambios significativos en los flexores plantares (-56.25 +14.43%; p<0.05) y flexores de rodilla
(-58.33 +14.43%; p<0.01) (Figura 10).
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Figura 10. Puntuacion obtenida en la escala de Asworth pre- y postratamiento. Puntuacion obtenida en la escala de
Asworth pre- y postratamiento expresado como media £EEM. Para los datos con una distribucion paramétrica se llevé a
cabo el andlisis estadistico mediante t-Student pareado con a fijado en 0.05. Los datos con una distribucién no paramétrica

fueron analizados mediante el test estadistico Wilcoxon con a fijado en 0.05. *p<0.05; **p< 0.01.

4.1.4 Daniels

La fuerza de los pacientes pre- y postratamiento se evalué mediante la escala de Daniels. Se
observé una mejora en la musculatura, con cambios significativas en la fuerza de los flexores
de cadera (33.33 £11.79%; p<0.05), flexores de rodilla (41.67 £20.97%; p<0.05) y flexores
dorsales (19.44 +£10.02%; p<0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Puntuacion obtenida en la escala de Daniels pre- y postratamiento Puntuacion obtenida en la escala de
Daniels pre- y postratamiento expresado como media +EEM. Para los datos con una distribucion paramétrica se llevo a

cabo el andlisis estadistico mediante t-Student pareado con a fijado en 0.05. *p<0.05.

4.1.5 Sit to Stand

Los resultados en el test Sit to Stand mostraron mejoras significativas en la realizacion de la
prueba, tras la administracién del tratamiento, los pacientes tardaron menos tiempo (sg) en su
gjecucion (30.76 £3.70%; p<0.01) (Figura 12).
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Figura 12. Segundos obtenidos en el Sit to Stand, por los pacientes pre- y postratamiento. Segundos obtenidos al
realizar la prueba pre- y postratamiento expresado como media £EEM. Para los datos con una distribucién paramétrica se

llevé a cabo el analisis estadistico t-Student pareado con a 0.05. **p < 0.01.

4.1.6 Fugl-Meyer

Los resultados obtenidos para la prueba de Fugl-Meyer mostraron una mejora tanto para la
extremidad inferior (11.019 £7.59%) como superior (17.84 +10.58%); sin embargo, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 13).
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Figura 13. Puntuacion en la escala Fugl-Meyer obtenida por los pacientes pre- y postratamiento. Puntuacién de la
escala de Fugl Meyer pre- y postratamiento expresado como media +EEM. Para los datos con una distribucion paramétrica

se llevé a cabo el analisis estadistico t-Student pareado con a 0.05.
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4.2 ACTIVIDAD MITOCONDRIAL DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE
ELECTRONES

Para investigar el efecto de la FES sobre la CTEM, se determind la formacion de superdéxido
basal y maxima de cada complejo (complejo I, 11y 1V), de la lanzadera de electrones (G3PDH)
y de la MAO mediante la induccion de su correspondiente sustrato, para cada paciente pre-y

postratamiento y se compard con la de voluntarios sanos.

4.2.1 Determinacion de la formacién de superoxido inducida por NADH deshidrogenasa

en sangre periférica

Para evaluar la influencia del tratamiento con FES en la actividad mitocondrial del complejo
I, se determind la produccion de la formacion de superdxido basal inducida por NADHDH en
voluntarios sanos y pacientes con ACV. Los resultados mostraron una disminucion
significativa de la formacion de superdxido en pacientes pretratamiento cuando eran
comparados con los voluntarios sanos (pretratamiento: 0.0023 £0.00045 D.O, voluntarios:
0.0035 +0.000072 D.0O, p<0.05) (Figura 14A). No obstante, tras el tratamiento se observé que
la formacion habia aumentado significativamente en todos los pacientes en comparacién con
el pretratamiento (postratamiento: 39.94% +16.86; 0.0031 +0.0002 D.O; p<0.05) (Figura
14B).

Asimismo, se determind la produccion méxima de formacion de superoxido mediante el
transportador dUQ y la inhibicion del citocromo C, en presencia de azida s6dica en pacientes
y voluntarios sanos. Siguiendo la misma linea, los resultados mostraron una disminucion
significativa de la formacion de superdxido en pacientes pretratamiento cuando eran
comparados con los voluntarios sanos (pretratamiento: 0.005 £0.001 D.O, voluntarios sanos:
0.0083 D. O +0.0001; p<0.05) (Figura 14C). No obstante, tras el tratamiento con FES se
observo que la formacion habia aumentado significativamente (48.33% £19.55), en todos los
pacientes en comparacién con el pretratamiento (postratamiento: 0.0071 +0.00079 D.O;
p<0.05) (Figura 14D).
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Figura 14. Formacion de superoxido mediada por NADHDH, en células mononucleares periféricas. A) y B)
Comparacién de la formacién basal de superéxido mediada por NADHDH entre voluntarios sanos y paciente pre- y
postratamiento. C) y D) Comparacion de la formacién méxima de superdxido mediada por NADHDH, dUQ y azida sédica
entre voluntarios sanos y paciente pre- y postratamiento. Los resultados fueron expresados como media EEM y cada punto
representa un valor independiente. Para comparar los datos paramétricos pre- vs postratamiento, en pacientes, se llevo a
cabo el analisis estadistico t-Student pareado con a 0.05. Para comparar los datos paramétricos de voluntarios sanos vs

pacientes pretratamiento se llevd a cabo el analisis estadistico t-Student no pareado con a 0.05. *p <0.05.

4.2.2 Determinacion de la formacién de superoxido inducida por succinato

deshidrogenasa en sangre periférica

Para conocer el efecto de la FES sobre el complejo |1, se determino la formacion basal de
superdxido mediada por la SDH, en pacientes pre- y postratamiento; asi como en voluntarios
sanos, en dos tipos celulares. En las células mononucleares periféricas se observo una

disminucion significativa de la formacion de superdxido en pacientes pretratamiento en
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comparacion con los voluntarios sanos (pretratamiento 0.00022 +0.000038 D.O, voluntarios
sanos: 0.00034 +£0.000046 D.O; p<0.05) (Figura 15A). Tras el tratamiento, se observé que la
formacion habia aumentado significativamente, en todos los pacientes en comparacion con el
pretratamiento (postratamiento: 25.95% +6.73; 0.00029 +0.000046 D.O; p<0.05 (Figura
15B).

En las plaquetas se observo un descenso, sin diferencias significativas, de la formacion de
superéxido en pacientes pretratamiento en comparacion con los voluntarios sanos
(pretratamiento: 0.000051 +0.000016 D.O, voluntarios sanos: 0.00014 +0.00003 D.O)
(Figura 15C). Tras las 12 sesiones de tratamiento con FES, todos los pacientes mostraron un
incremento significativo en la formacion de superdxido en comparacion con el pretratamiento
(postratamiento: 490% £192; 0.00061 +0.00022 D.O; p<0.05) (Figura 15D).
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Figura 15. Formacion basal de superéxido mediada por SDH, en células mononucleares periféricas y plaquetas. A)
y B) Comparacién de la formacion basal de superdxido mediada por SDH entre voluntarios sanos y paciente pre- y
postratamiento, en células mononucleares periféricas. C) y D) Comparacién de la formacion basal de superéxido mediada

por SDH entre voluntarios sanos y paciente pre- y postratamiento, en plaquetas. Los resultados fueron expresados como
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media +EEM y cada punto representa un valor independiente. Para comparar los datos paramétricos pre vs postratamiento,
en pacientes, se llevo a cabo el andlisis estadistico t-Student pareado con a 0.05. Para comparar los datos paramétricos de
voluntarios sanos vs pacientes pretratamiento se llevd a cabo el analisis estadistico t-Student no pareado con a 0.05. *p
<0.05.

Asimismo, se determino formacion méxima de superoxido mediada por SDH en presencia de
dUQ y azida sddica (inhibidor del complejo 1V), en pacientes pre- y postratamiento; asi como
en voluntarios sanos, en células mononucleares periféricas y plaquetas. Las células
mononucleares periféricas, mostraron una disminucion significativa de la formacion de
superéxido en pacientes pretratamiento en comparacion con los voluntarios sanos
(pretratamiento: 0.003 +0.00056 D.O, voluntarios sanos: 0.0047 +0.00043 D.O; p<0.05)
(Figura 16A). Tras el tratamiento, se observd que la formacion habia aumentado
significativamente, en todos los pacientes en comparacion con el pretratamiento
(postratamiento: 36.66% +10.55; 0.0041 +0.00058 D.O; p<0.05) (Figura 16B).

En las plaquetas se observo un descenso de la formacion de superdxido, sin diferencias
estadisticamente significativas, en pacientes pretratamiento en comparacion con los
voluntarios sanos (pretratamiento: 0.00018 + 0.00011 D.O, voluntarios sanos: 0.00039+
0.00019 D.O) (Figura 16C). Tras las 12 sesiones de tratamiento con FES, todos los pacientes
mostraron un incremento significativo en la formacion de superdxido en comparacion con el
pretratamiento (postratamiento: 364.70% +125,25; 0.00079 +0.0004 D.O; p<0.05) (Figura
16D).
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Figura 16. Formacion maxima de superéxido mediada por SDH, dUQ y azida sédica, en células mononucleares
periféricas y plaquetas. A) y B) Comparacién de la formacion méxima de superdxido mediada por SDH, dUQ y azida sédica
entre voluntarios sanos y paciente pre- y postratamiento, en células mononucleares periféricas. C y D) Comparacion de la
formacién maxima de superéxido mediada por SDH, dUQ y azida sddica entre voluntarios sanos y paciente pre- y
postratamiento, en plaquetas. Los resultados fueron expresados como media +EEM y cada punto representa un valor
independiente. Para comparar los datos paramétricos pre vs postratamiento, en pacientes, se llevd a cabo el analisis
estadistico t-Student pareado y los no paramétricos mediante la prueba estadistica Wilcoxon, ambas con a 0.05. Para
comparar los datos paramétricos de voluntarios sanos vs pacientes pretratamiento se llevo a cabo el andlisis estadistico t-

Student no pareado y los no paramétricos mediante la prueba estadistica Mann-Whitney, ambos con a 0.05. *p <0.05.

4.2.3 Determinacién de la formacion de superoxido inducida por el gliceraldehido 3-

fosfato deshidrogenasa en sangre periférica

Para conocer el efecto de la FES sobre la lanzadera de electrones, se determiné la formacion
basal de superdxido mediada por G3PDH en pacientes pre- y postratamiento, asi como en
voluntarios sanos, en células mononucleares periféricas. Se pudo observar una disminucion

significativa en los pacientes pretratamiento frente a los voluntarios sanos (pretratamiento:
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0.00023 £0.000038 D.O, voluntarios sanos: 0.00033 £0.000016 D.O; p<0.05) (Figura 17A).
Después del tratamiento con FES, los pacientes mostraron un incremento significativo en la
formacion de superoxido basal en comparacion con el pretratamiento (postratamiento: 50.91%
+12.91; 0.00035 +0.000052 D.O; p<0.05) (Figura 17B).

Ademas, se comparo la formacion de superdxido méxima mediada por G3PDH en presencia
de dUQ y azida sédica, tanto en pacientes pre- y postratamiento como en voluntarios sanos.
Se encontrd una disminucion significativa de la formacién maxima en los pacientes
pretratamiento frente a los voluntarios sanos (pretratamiento: (0.0021 *0.00039 D.O,
voluntarios sanos: 0.0036 +0.00044 D.O; p<0.05) (Figura 17C). Posteriormente, cuando los
pacientes recibieron el tratamiento con FES, se observo un incremento significativo en la
formacion de superéxido maxima con respecto al pretratamiento (postratamiento: 47.83%
+12.37; 0.0031 +£0.0005 D.O; p<0.05) (Figura 17D).
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Figura 17. Formacion de superéxido mediada por G3PDH, en células mononucleares periféricas. A) y B) Comparacion
de la formacién basal de superdxido mediada por G3PDH entre voluntarios sanos y paciente pre- y postratamiento. C) y D)

Comparacion de la formaciéon maxima de superoxido mediada por G3PDH, dUQ y azida sodica entre voluntarios sanos y
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paciente pre- y postratamiento. Los resultados fueron expresados como media +EEM y cada punto representa un valor
independiente. Para comparar los datos paramétricos pre vs postratamiento, en pacientes, se llevo a cabo el analisis
estadistico t-Student pareado con a 0.05. Para comparar los datos paramétricos de voluntarios sanos vs pacientes

pretratamiento se llevé a cabo el andlisis estadistico t-Student no pareado con a 0.05. *p <0.05.

4.2.4 Determinacion de la actividad citocromo c oxidasa en sangre periférica

Para valorar el efecto de la FES en el complejo IV mitocondrial, se determind la actividad
méaxima de la CCo entre voluntarios sanos y pacientes pretratamiento y postratamiento. Los
resultados mostraron una disminucion significativa de la actividad CCo en pacientes con
ACVs pretratamiento cuando eran comparados con los voluntarios sanos (pretratamiento:
0.0001 +0.000011 D.O, voluntarios sanos: 0.00016 +0.000015 D.O; p<0.05) (Figura 18 A).
El tratamiento con FES increment6 la actividad CCO con respecto a la actividad del
pretratamiento (postratamiento: 65.13% +23.77; 0.00016 £0.000011 D.O p<0.05). (Figura 18
B).
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Figura 18. Actividad de la CCo, en presencia de citocromo C exégeno, en células mononucleares periféricas. A)
Comparacion de la actividad maxima de la CCo en presencia de citocromo C exdgeno entre voluntarios sanos y paciente
pretratamiento. B) Actividad maxima de la CCo en presencia de citocromo C exdgeno en pacientes, pre- y postratamiento.
Los resultados fueron expresados como media £EEM y cada punto representa un valor independiente. Para comparar los
datos pre vs postratamiento, en pacientes, se llevé a cabo el andlisis estadistico t-Student pareado con a 0.05. Para
comparar los datos de voluntarios sanos vs pacientes pretratamiento se llevé a cabo el andlisis estadistico t-Student no

pareado con a 0.05. *p <0.05.
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4.2.5 Determinacion de la formacién de superdxido inducida por MAO en sangre
periférica

Para conocer el efecto de la FES sobre la MAO, se determiné la formacion basal de superdxido
en pacientes pre- y postratamiento; asi como en voluntarios sanos, en células mononucleares
periféricas y plaquetas. En las células mononucleares periféricas se observé una disminucion
sin diferencias estadisticamente significativas de la formacion de superdxido en pacientes
pretratamiento en comparacién con los voluntarios sanos (pretratamiento: 0.00077 £0.000011
D.O, voluntarios sanos: 0.00089 +0.000024 D.O) (Figura 19A). Tras el tratamiento, se
observd que la formacion habia aumentado significativamente, en todos los pacientes en
comparacion con el pretratamiento (postratamiento: 11.68% +2.17; 0.00088 +0.0001; p<0.05)
(Figura 19B).

En las plaquetas se observd el mismo comportamiento, un descenso sin diferencias
estadisticamente significativas de la formacion de superoxido en pacientes pretratamiento en
comparacion con los voluntarios sanos (pretratamiento: 0.0013 +£0.00018 D.O, voluntarios
sanos: 0.0019 £0.00043 D.O) (Figura 19C). Tras las 12 sesiones de tratamiento con FES,
todos los pacientes mostraron un incremento significativo en la formacion de superdéxido en
comparacion con el pretratamiento (15.38% +7.02; 0.0015 £0.00024 D.O; p<0.01) (Figura
19D).
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Figura 19. Formacion basal de superéxido mediada por la MAO, en células mononucleares periféricas y plaquetas.
A) y B) Comparacion de la formacion basal de superdxido entre voluntarios sanos y paciente pre- y postratamiento, en
células mononucleares periféricas. C y D) Comparacién de la formacion basal de superdxido entre voluntarios sanos y
paciente pre- y postratamiento, en plaquetas. Los resultados fueron expresados como media +EEM y cada punto representa
un valor independiente. Para comparar los datos paramétricos pre vs postratamiento, en pacientes, se llevé a cabo el analisis
estadistico t-Student pareado y los no paramétricos mediante la prueba estadistica Wilcoxon, ambas con a 0.05. Para
comparar los datos paramétricos de voluntarios sanos vs pacientes pretratamiento se llevo a cabo el andlisis estadistico t-
Student no pareado y para los no paramétricos la prueba estadistica Mann-Whitney ambos con a 0.05. *p <0.05; **p<0.01.
Asimismo, se determind formacién maxima de super6xido mediada por la MAQO en presencia
de dUQ y azida sodica (inhibicion del complejo 1V), en pacientes pre- y postratamiento; asi
como en voluntarios sanos, en células mononucleares periféricas y plaquetas. Las células
mononucleares periféricas, mostraron una disminucion sin diferencias estadisticamente
significativas de la formacion de superdxido en pacientes pretratamiento en comparacion con
los voluntarios sanos (pretratamiento: 0.001 +£0.00012 D.O, voluntarios sanos: 0.0016

+0.00025 D.O) (Figura 20A). Tras el tratamiento, se observo que la formacién habia
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aumentado significativamente, en todos los pacientes en comparacion con el pretratamiento
(postratamiento: 22.68% +7.3; 0.0012 +0.00019 D.O; p<0.05) (Figura 20B).

Las plaquetas mostraron una disminucién significativa de la formacion de superoxido en
pacientes pretratamiento en comparacion con los voluntarios sanos (pretratamiento: 0.0018
+0.00033 D.O, voluntarios sanos: 0.0024 £0.00022 D.O; p<0.01) (Figura 20C). Tras las 12
sesiones de tratamiento con FES, todos los pacientes mostraron un incremento significativo
en la formacidn de superéxido en comparacion con el pretratamiento (postratamiento: 25.43%
+7.97; 0.0023 +£0.00035 D.O; p<0.05) (Figura 20D).
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Figura 20. Formaciéon maxima de superdxido mediada por la MAO, en presencia de dUQ y azida sddica en células
mononucleares periféricas y plaquetas. A y B) Comparacién de la formacién méxima de superéxido con dUQ y azida
sodica entre voluntarios sanos y paciente pre- y postratamiento, en células mononucleares periféricas. C y D) Comparacion
de la formaciéon maxima de superdxido con dUQ y azida entre voluntarios sanos y paciente pre- y postratamiento, en
plaquetas. Los resultados fueron expresados como media £EEM y cada punto representa un valor independiente. Para

comparar los datos paramétricos pre vs postratamiento, en pacientes, se llevé a cabo el analisis estadistico t-Student
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pareado con a 0.05. Para comparar los datos paramétricos de voluntarios sanos vs pacientes pretratamiento se llevé a cabo

el andlisis estadistico t-Student no pareado con a 0.05. *p <0.05; **p<0.01.

4.3 ANALISIS CORRELACIONES ENTRE ACTIVIDADES MITOCONDRIALES Y
VALORACION FUNCIONAL Y MOTORA

Por altimo, se intentd determinar la posible relacion entre las actividades mitocondriales y las
valoraciones de la funcion motora. Para ello se detectd el cambio de las actividades
mitocondriales tanto en células mononucleares periféricas como plaquetas (pretratamiento vs
postratamiento) y posteriormente, se enfrentd al cambio en la valoracion funcional
(pretratamiento vs tratamiento); utilizandose la correlacion de Pearson como distancia para
agruparlas de manera jerarquica. Todas las variables de las agrupaciones o cluster presentan
comportamientos similares (Figura 21).
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Figura 21. Agrupacion jerarquica de las variables de la actividad mitocondrial y funcion motora, basada en la
correlacion de Pearson. Cuando la actividad mitocondrial es realizada en plaquetas se indica como PLQ. CCo: citocromo
C oxidasa; EEIl: extremidad inferior; EESS: extremidad superior; Ext: extensién/extensores; Flex: Flexion/flexores; G3P:
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gliceraldehido 3-fosfato; NADH: nicotinamida adenina dinucleétido; PLQ: plaqueta; ROM: Rango de moviento articular; SDH:

Succinato deshidrogenasa.

A continuacion, para garantizar que la correlacion no era causal se consideré el p-valor de

cada correlacion y se tuvieron en cuenta solamente aquellas con un valor p<0.05 (Tabla 2).

Tabla 2. Correlaciones significativas establecidas mediante la correlacion de Pearson (p<0.05)

VARIABLES FUNCION
MOTORA

VARIABLES ACTIVIDAD MITOCONDIRAL

SDH
PBMCs

SDH
PLQ

SDH + AZIDA

NADHDH +
PLQ duQ + AZIDA
PBMCs

MAO MAO +duQ +
PBMCs AZIDA
PBMCs

EXTENSORES RODILLA
(DANIELS)

FLEXORES PLANTARES
(DANIELS)

EXTENSION RODILLA
(ROM)

EXTENSION HOMBRO
(ROM)

EXTENSION CODO (ROM)
BERG
FLEXORES RODILLA

(DANIELS)

FLEXORES RODILLA
(ASWORTH)

FUGL-MEYER EEIl
EXTENSION MUNECA
(ROM)
FLEXION CADERA (ROM)
EXTENSORES DEDOS
(DANIELS)

SIT TO STAND

0.99

0.99

0.97

0.98

0.95

0.99

0.99

0.95

0.95

0.99

0.99

0.98

-0.96

0.97

0.98

-0,98

0.96

0.96

0.95

dUQ: decil ubiquinona; NADHDH: nicotinamida adenina dinucleétido deshidrogenasa; PBMCs: Células mononucleares

periféricas; PLQ: plaqueta; ROM: Rango de moviento articular; SDH: Succinato deshidrogenasa.
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5. DISCUSION

Los ACVs cursan con lesiones en las neuronas encargadas del control muscular (dafio de 12
motoneurona causada por la isquemia, secundaria a la lesion inicial, sea ésta isquémica o
hemorrégica), lo que provoca trastornos motores secundarios (9). A nivel mitocondrial, esto
se traduce en una disminucién de los sistemas antioxidantes e incremento de ROS y estrés
oxidativo (28), estableciéndose ello como uno de los mecanismos responsables del dafio
tisular en la fisiopatologia del ACV (25) y relacionandose con las alteraciones producidas en
la capacidad motora y funcional (18,41). La terapia basada en FES podria ayudar a restaurar
la funcion mitocondrial mediante la reduccién de ROS e incremento de la sintesis de ATP y
biogénesis mitocondrial (42,43), que podria traducirse, a su vez, en un incremento de la
funcién motora muscular (41). Por todo ello, el objetivo general de este trabajo fue determinar
el efecto de la FES en la funcién motora de pacientes que han sufrido ACVs; asi como sobre
la CTEM y la posible relacion entre ambas, en muestras de sangre periférica.

Con este fin, primero, se estudio el efecto de la FES sobre la funcion motora mediante la
valoracién motora y funcional de cada paciente, antes y después del tratamiento, a través de
diferentes escalas de fisioterapia. De esta manera, tras el tratamiento, los pacientes mostraron
mejoras en la funcién motora y capacidad funcional, viéndose reflejado en una disminucion
de la espasticidad, aumento del equilibrio, rango articular, fuerza y resistencia. Ademas,
como era de esperar, la musculatura estimulada de manera directa por los dispositivos y la
adyacente, mejoraron significativamente, mas en detalle: flexores dorsales, plantares, de
caderay de rodilla; asi como el rango de movimiento articular: extensién de mufieca y flexién
dorsal. En este sentido, diferentes estudios respaldan que la FES puede mejorar
significativamente la funcion muscular de extremidad superior e inferior, asi como la
capacidad motora de pacientes con ACVs agudo y cronico (34,36,38-40). Es importante
destacar la repercusion de estas mejoras en la capacidad funcional y calidad de vida de los

pacientes con ACVs.

A continuacion, para investigar el posible efecto de la FES sobre la CTEM vy asi poder
establecer relaciones con la funcion del musculo esquelético, se utilizaron ensayos in vitro
de la formacion de superoxido como medida indirecta de la actividad de los complejos de la
CTEM, de la lanzadera de electrones mitocondrial y de la MAO, mediante espectrofotometria
de ultravioleta-visible. Al tratarse de experimentos in vitro, el sistema antioxidante

mitocondrial no presenta la capacidad de neutralizar el exceso de especies reactivas de
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oxigeno que se producen al inducir la actividad del complejo; por tanto, el aumento en la
formacién de superdxido se relaciona con un incremento de la actividad de los complejos
mitocondriales (59). En este sentido, un estudio demostro el poder antioxidante de la FES al

aumentar la expresion del superoxido dismutasa y otros enzimas antioxidantes (60)

Para ello, se cuantifico la formacion basal y maxima de superdxido de cada complejo de la
CTEM (NADHDH, SDH, citocromo C oxidasa), de la lanzadera de electrones (G3PDH), y
de la MAO mediante la induccién de su correspondiente sustrato en células mononucleares
periféricas de pacientes, antes y después del tratamiento. Asimismo, se compard con la
formacién de superdxido de voluntarios sanos. Investigar el efecto de la MAO, enzima que
se encuentra en la membrana externa de la mitocondria y que interactda con los complejos de
la CTEM, permitio evaluar la presencia de alteraciones enzimaticas en la membrana externa
mitocondrial y comprobar asi que, los cambios generados por la FES se producen tanto a nivel
de la membrana interna como externa mitocondrial (23). A su vez, se estudio la formacion de
superoxido basal y maxima en plaquetas, para establecer si los cambios producidos por el
tratamiento se ocasionaban en la mitocondria de ambos tipos celulares. En las plaquetas, se
realizé el analisis de la SDH, ya que es especifica de la CTEM, y de la MAO; pudiendo

englobar de esta forma, el estudio de la CTEM y de enzimas mitocondriales externas.

Respecto a las células mononucleares periféricas, la formacién de superdxido basal se
encontrd estadisticamente reducida en todos los pacientes con ACVs pretratamiento cuando
se compard con los voluntarios sanos, en todos los complejos de la CTEM vy en la lanzadera
de transporte de electrones; exceptuando en la MAO. No obstante, tras someter a los pacientes
a las 12 sesiones de FES, la formacion de superdxido postratamiento se incremento
significativamente hasta los niveles de los voluntarios sanos. Como cabria esperar, al inducir
la formacion méaxima de superdxido en presencia de dUQ e inhibiendo el citocromo C, con
azida sddica, se produjo un aumento significativo de la formacion de superoxido y se observé
el mismo comportamiento descrito anteriormente. Inicialmente, antes del tratamiento, los
pacientes mostraron una significativa reduccion en la produccion de superoxido respecto a los
voluntarios sanos, exceptuando en la MAO, que posteriormente se incrementd
significativamente tras las sesiones con FES. Asimismo, los resultados muestran que el
tratamiento es capaz de restablecer la actividad mitocondrial de los complejos; asi como de la
lanzadera de electrones y de la MAO; es decir tanto a nivel interno como externo mitocondrial.
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Lo que podria traducirse en mejoras de la funcion metabodlica, aumento en la sintesis de ATP
Yy, en consecuencia, reduccion del estrés oxidativo (61,62).

En cuanto a las plaquetas, tanto la formacién basal como maxima de superoxido se encontraba
reducida en pacientes con ACVs pretratamiento respecto a los voluntarios sanos, con cambios
significativos en el caso de la formacion méxima de la MAO. Tras el tratamiento con FES, se
produjo un incremento significativo de la formacion de superdxido en los pacientes, mediada
por ambas enzimas (SDH y MAO). Estos resultados indican que los cambios generados por el
tratamiento mejoran la actividad de la CTEM, de la enzima MAQ y que, también, se producen

en la membrana externa e interna de la mitocondria y en este tipo celular.

Por un lado, que la MAO en células mononucleares periféricas y la SDH en plaquetas no
muestren diferencias estadisticamente significativas entre voluntarios sanos y pacientes
pretratamiento, pero si un incremento significativo de la actividad mitocondrial entre pacientes
pre- y postratamiento, podria sefialar una mayor capacidad de predecir la eficacia del
tratamiento con FES frente a la capacidad de discriminar entre voluntarios sanos y pacientes
con ACVs.

Por otro lado, se pudieron establecer correlaciones significativas entre las variables de la
funcién motora y las variables de la actividad mitocondrial para los complejos I, Il (en este
caso, tanto en células mononucleares periféricas como en plaquetas), y para la MAO. De forma
que, en tanto que la actividad mitocondrial de los pacientes mejoraba tras el tratamiento, la
funcién motora también lo hacia. Esto pone en manifiesto una mayor capacidad del complejo
I y de la MAO, en células mononucleares periféricas, asi como del complejo 1l en ambos tipos
celulares para prever la eficacia del tratamiento con FES sobre la funcién motora. Lo que
puede respaldar la relacion existente entre la CTEM vy la capacidad funcional del musculo
esquelético y explicar la contribucion del estrés oxidativo en la disfuncion muscular
(60,61,63).

Las lineas generales de los resultados obtenidos, en ambos tipos celulares, ponen en manifiesto
la reduccion de la actividad mitocondrial de los pacientes pretratamiento con ACV respecto a
los voluntarios sanos. En este sentido, diferentes estudios realizados tanto en cerebro de jerbo,
humano y en sangre periférica demostraron que la actividad de los complejos de la CTEM se
encontraba significativamente reducidos tras la instauracion de un ACV isquémico o
hemorragico (60,64,65). Esto, puede relacionarse con el rol del estrés oxidativo en el

mecanismo fisiopatoldgico del ACV (25). Ademas, la FES restaura de manera significativa la
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actividad de la CTEM. Los cambios son intrinsecos para la mitocondria, ya que pueden
observarse tanto a nivel interno como externo y en ambos tipos celulares. Esto podria
promover la sintesis de ATP, disminucion de ROS e incremento de los sistemas antioxidante
y conducir a mejoras en la produccion de energia y capacidad funcional y motora del masculo
esquelético (62,66,67). Teniendo en cuenta la importante respuesta clinica, se pude plantear
monitorizar la capacidad funcional de los pacientes con ACVs a través de la capacidad
energética, asi como el uso de la actividad mitocondrial como posible biomarcador en la

fisiopatologia de los ACVs y/o en la eficacia del tratamiento con FES.

Por todo ello, a pesar de que el estudio presente sus propias limitaciones debido al bajo tamafio
muestral, en consecuencia, la dificultad de establecer conclusiones robustas, y la ausencia de
un grupo de voluntarios sanos a los que se les administre el tratamiento con FES, no se puede
ignorar el efecto de la FES sobre la funcion motora y la actividad mitocondrial de pacientes
con ACVs, asi como la correlacidn existente entre ambas. Por ello, estos resultados podrian
conducir al uso de la metodologia aqui descrita para ahondar en el conocimiento de los
mecanismos biomoleculares subyacentes a las secuelas motoras de los ACVs y promover asi,

una trasferencia para la mejora de su tratamiento.

6. CONLUSIONES

1. Este trabajo demuestra, a través de ensayos bioquimicos, que la actividad mitocondrial
en pacientes con ACVs esta disminuida con respecto a la actividad de voluntarios

Sanos.

2. Los resultados indican que la intervencion durante 12 sesiones con FES no solo mejora
la funcion motora de los pacientes, sino que corrige alteraciones bioguimicas que se

producen en actividad mitocondrial de pacientes con ACVs.

3. En pacientes con ACVs se ha detectado una correlacion positiva entre los efectos que
produce la FES sobre las medidas funcionales y las bioquimicas relacionadas con el

metabolismo energético celular.

4. Lamedida de actividad mitocondrial podria ser utilizada como un biomarcador para el
diagnostico de la patologia y el prondstico de la respuesta al tratamiento, si bien es

necesario un estudio mas amplio que corrobore estos resultados preliminares.
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