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Resumen

Introduccién: En Venezuela, desde 1997 estamos em-
pleando la técnica de la microdialisis cerebral (MDC)
durante las cirugias estereotaxicas para la enfermedad
de Parkinson (EP) y el trastorno obsesivo compulsivo
(TOQ) para estudiar la neuroquimica de los circuitos
neuronales involucrados en la fisiopatologia de dichas
enfermedades, al monitorear las concentraciones de
los neurotransmisores excitatorios e inhibitorios y sus
variaciones en respuesta a la aplicacién de impulsos
eléctricos de alta frecuencia y al procedimiento de
ablacién o electromodulacion.

Materiales y método: Para el estudio de la EP utiliza-
mos la MDC dindmica y multiple durante las talamo-
tomias, palidotomias y el implante de electrodos de
neuromodulacion en el ntcleo subtalamico (NST). Se
tomaron muestras empleando sondas de microdidlisis
colocadas en el globo palido interno (GPi) y/o nucleo
ventrolateral (VL) del tdlamo en varios momentos:
antes, durantey después de la aplicacién de impulsos
eléctricos de alta frecuencia (inhibitorios, a 100-120
Hzy 2-4 V) en los “blancos” quirdrgicos (NST, GPi o
VL) y finalmente, después de la ablacién por radio-
frecuencia (talamotomia o palidotomia) o después de
la colocacién de los electrodos de neuromodulacion.
La MDC se realiza con el paciente despierto, sin nin-
guna sedacién. Para el estudio del TOC tomamos las
muestras del nucleo dorsomediano del tdlamo, en
el lado derecho o en forma bilateral, antes, durante
y después de producir la ablacién (cingulotomfa) en
cada uno de los lados.
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Resultados: En los pacientes con EP, la concentracion
de GABA extracelular en el VL disminuyé durante la
aplicacion de impulsos eléctricos de alta frecuencia en el
GPiy retornd a su valor inicial una vez que se suspendié
la inhibicién eléctrica y disminuyd significativamente de
manera definitiva luego de su destruccion (palidotomia)
o de manera reversible con la electromodulacién del
GPi. El nivel de glutamato (Glu) disminuyd cuando los
impulsos eléctricos se aplicaron sobre el NST (“via indi-
recta” de los ganglios basales). Ademas, en el momento
de aplicar impulsos eléctricos en el NST se produce un
aumento de la concentracion de GABA en el GPi, que
normalmente deberfa ser liberado por los axones puta-
minales (“via directa”). En los pacientes con TOC, el nivel
de GABA en el ntcleo dorsomediano (DM) del tdlamo
derecho disminuy6 discretamente con la cingulotomia
izquierda (contralateral) y de manera mas acentuada
con la cingulotomia derecha (homolateral).

Discusion y conclusiones: La disminucién de los ni-
veles de GABA en el VLy de Glu en el GPi durante la
aplicacién de impulsos eléctricos en el GPi o NST, res-
pectivamente, es algo que se espera, segin el modelo
fisiopatolégico de los ganglios basales aceptado actual-
mente. Ahora bien, la elevacién del nivel de GABA en
el GPi durante la aplicacion de impulsos eléctricos en el
NST nos sugiere una interaccion entre las vias “directa”
e "indirecta”, que hasta ahora era desconocida. Y los
hallazgos en la psicocirugia parecen confirmar que el
TOC tiene su sustrato fisiopatoldgico en los ganglios
basales; por ello, podriamos proponer que el TOC tiene
un mecanismo semejante al de la EP. Estos resultados,
aunque aun no tienen significancia estadistica, nos
alientan a continuar esta investigacion.

Palabras clave: cirugfa de Parkinson; microdidlisis ce-
rebral; electromodulacién cerebral profunda; nucleo
subtaldmico; globo pélido interno; tdlamo

Abstract

Introduction: In Venezuela, since 1997 we are using
the technique of cerebral microdialysis (CMD) during
stereotactic surgery for Parkinson’s disease (PD) and
obsessive compulsive disorder (OCD) to study the
neurochemistry of neuronal circuits involved in the
pathophysiology of these diseases, by monitoring
the concentrations of excitatory and inhibitory neu-
rotransmitters and their variations in response to the
application of high frequency electrical impulses and
to radiofrequency ablation or DBS procedures.

Materials and methods: In order to study PD, we
used the multiple and dynamic CMD technique during
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thalamotomy, pallidotomy and implantation of DBS
electrodes in the subthalamic nucleus (STN). Samples
were collected using CMD probes placed in the globus
pallidum internae (GPi) and / or ventrolateral nucleus
(VL) of the thalamus at various times: before, during
and after application of high frequency electrical
impulses (inhibitory, 100-120 Hz and 2-4 V) in the
surgical "target” (STN, GPi, or VL), and finally, after
radiofrequency ablation (thalamotomy or pallido-
tomy) or after placement of the electrodes of neuro-
modulation. The CMD is performed with the patient
awake, without sedation. For the study of OCD, we
took samples from the dorsomedian thalamus, on
the right side or bilaterally, before, during and after
ablation (cingulotomy) on each side.

Results: In patients with PD, the concentration of
extracellular GABA in the VL decreased during the
application of high frequency electrical impulses
in the GPi and returned to its initial value after the
electrical inhibition was suspended, and decreased
permanently after destruction of the GPi (pallidotomy)
or reversibly with the DBS of the GPi. The level of
glutamate (Glu) decreased when the electrical im-
pulses were applied on the STN (“indirect pathway”
of the basal ganglia). In addition, when we applied
electrical impulses in the STN, there was an increase in
the concentration of GABA in the GPi, which should
normally be released by the axons from the putamen
("direct path”). In patients with OCD, the level of
GABA in the dorsomedian nucleus (DM) of the right
thalamus decreased discreetly after left cingulotomy
(contralateral) and more pronouncedly with right
cingulotomy (ipsilateral).

Discussion and conclusions: We observed decreased
GABA levels in the VL and Glu in the GPi during
application of electrical impulses in the GPi or the
STN, respectively, which is expected according to the
pathophysiological model of the basal ganglia cur-
rently accepted. However, raising the level of GABA in
the GPi during the application of electrical impulses in
the NST suggests an interaction between direct and
indirect pathways, which was unknown until now.
And the psychosurgery findings seem to confirm
that OCD has its pathophysiological substrate in the
basal ganglia, hence, we could propose that OCD
has a mechanism similar to the PD. These results,
although no statistically significant, encourage us to
continue this research.

Key words: surgery of Parkinson’s disease; cerebral
microdialysis; deep brain stimulation (DBS); subtha-
lamic nucleus; globus pallidum intarnae; thalamus
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Introduccion

El objetivo de la microdialisis cerebral (MDC) es reco-
ger alicuotas minimas de liquido intersticial cerebral
a través de una membrana de didlisis en el extremo
de una canula proveniente de la actividad neuronal
sindptica, con el fin de conocer la neuroquimica del
circuito neuronal adyacente a la canula o el sitio de
recolecciéon. Con la MDC se intenta dilucidar las al-
teraciones neuroquimicas en algunas enfermedades
del sistema nervioso central (SNC), tales como la
enfermedad de Parkinson (EP), el trastorno obsesivo
compulsivo (TOC) o la epilepsia. Esta herramienta de
investigacioén, y probablemente de diagndstico, tiene
el aval de la experiencia en animales que sustenta
su uso en humanos.'® Lo mas importante, y que
merece ser mencionado, es que nuestro grupo de
investigacién es el primero en reportar las variaciones
que ocurren al aplicar estimulos o realizar pruebas
funcionales durante la cirugia en estos pacientes."!
Los hallazgos contribuyen al mejor conocimiento del
sustrato fisiopatoldgico y sientan las bases para la
optimizacion de las intervenciones quirlrgicas y/o el
desarrollo de f&rmacos con mayor especificidad. De
igual manera, se podria intentar conseguir cambios in
vivo en la transmisién nerviosa que pudiesen conside-
rarse como pruebas diagnosticas en el futuro.

En la década de los 60 el espafiol Delgado intentd
medir in vivo mediante el uso de una membrana de
didlisis la concentraciéon de los neurotransmisores
liberados en diferentes regiones cerebrales.'>'3 Sin
embargo, confrontd una serie de problemas que le
hicieron casi imposible la deteccién. Quizas el mayor
problema fue la inexistencia en esa época de algun
método quimico analitico lo suficientemente sensible
como para detectar las pequefias cantidades de los
diferentes neurotransmisores. Recién a finales de los
anos 70 aparece la cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC, high performance liquid chromato-
graphy), que permite que los investigadores puedan
estudiar mejor los neurotransmisores. El venezolano
Luis Hernandez," en 1983, y el sueco Ungerstedt,'
en 1987, publicaron los primeros trabajos sobre la
determinacion de los niveles del neurotransmisor do-
pamina en el cuerpo estriado de ratas vivas mediante
la microdidlisis cerebral.

La técnica de la microdidlisis cerebral ha seguido
desarrolldndose en varios laboratorios del mundo y
se la utiliza como técnica preferencial para estudiar
la presencia y concentracidon de neurotransmisores
in vivo, tanto en animales como en humanos.'*"
Esta técnica, aunada a la HPLC, ha permitido la de-
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teccién de los cambios en las concentraciones de los
neurotransmisores, especialmente en la epilepsia.'®
Sin embargo, hay pocos trabajos que reportan el
empleo dindmico de esta técnica para la evaluacion
de los pacientes parkinsonianos '"'7 y sélo uno en
pacientes con trastornos psiquiatricos.'®

Existen varios motivos que nos explican la escasez de
trabajos cientificos relacionados a la cuantificacion de
las concentraciones de los aminoacidos excitatorios e
inhibitorios, tanto en modelos animales como en hu-
manos. Primero, para determinar las concentraciones
de glutamato y GABA mediante la HPLC se requiere
de un paso previo, la derivatizacion*', en el que se
utiliza el orto-p-aldehido (OPA). Esta molécula tiene
el gran inconveniente de ser inestable en soluciéon y
se degrada rapidamente, lo que hace irreproducibles
los resultados. Segundo, la medicion de los neuro-
transmisores mediante la HPLC exige la inyeccion de
un volumen minimo de 10 mL; esto significa que,
para obtener una cantidad suficiente, se requieren
tiempos prolongados de recoleccion de la muestra,
generalmente de 10 a 20 min (por lo general, las
muestras se recogen a razén de 1 ul/min. Para obte-
ner volUmenes suficientes en menor tiempo (5 a 10
min), tenemos entonces que perfundir la canula de
didlisis a alta velocidad y, por supuesto, la cantidad
de neurotransmisores obtenidos a través de la mem-
brana de didlisis sera inversamente proporcional a
la velocidad del flujo, es decir, tendremos muestras
muy diluidas. Asimismo, al emplear altas velocidades,
corremos el riesgo de producir deplecion en la zona
cerebral perfundida, lo que nos conduciria a errores
al tratar de interpretar los resultados obtenidos.

En busqueda de una solucion al problema de la
obtencién de muestras en el menor tiempo posible
(5 minutos), a mediados de la década de los 80, en
el laboratorio de Fisiologia de la Conducta de la Uni-
versidad de Los Andes (Mérida, Venezuela), dirigido
por el doctor Luis Hernandez, se empez6 a trabajar
en el desarrollo de una nueva técnica de andlisis,
denominada electroforesis capilar. Los aspectos ted-
ricos de este método fueron descritos por primera
vez por el investigador sueco Hjerten a comienzos
de la década de los 60."°2° Sin embargo, en aquel
momento no existian capilares lo suficientemente
pequefios como para probar las diferentes hipotesis.
Recién en la década de los 80, gracias a la invencién
de los capilares de silicon fundido, Jorgenson inicié

La derivatizacion de muestras es un procedimiento mediante la cual los com-
puestos quimicos complejos son convertidos en productos derivados o separados
en sus componentes con la finalidad de que estos puedan ser sometidos al

anélisis cualitativo o cuantitativo por la técnica deseada (Nota del revisor).
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las pruebas de separacién utilizando un detector de
fluorescencia/ luz ultravioleta (UV).?"-%* De inmediato
se demostré el gran potencial de separacién de esta
nueva técnica, con la que se podia obtener una mejor
resolucion y utilizar volimenes de muestra muchos
maés pequenos (generalmente nanolitros).

Como ya mencionamos, Hernandez se involucré en el
desarrollo de esta técnica, en un intento por utilizarla
como método analitico para las muestras obtenidas
mediante la microdidlisis cerebral, e inventd la alinea-
cion colineal para el andlisis de muestras mediante
el uso de la electroforesis capilar con deteccién de la
fluorescencia inducida por laser. Este invento permitié
el andlisis de aminoacidos transmisores en muestras
de dializado cerebral recolectadas entre 1y 30 segun-
dos y permitié un gran avance en la sensibilidad.?
Gracias a esto, fue necesaria la introduccion de nuevos
términos quimicos tales como zeptomol (10-21 M)
y yoctomol (10-24 M). Posteriormente, por primera
vez en Venezuela, en 1997, la microdiélisis cerebral
se utilizé en humanos.’®'" Desde entonces venimos
trabajando en el estudio de neurotransmisores en
pacientes sometidos a diversos procedimientos de
neurocirugia funcional y estereotaxica.

En el presente exponemos nuestros hallazgos como
resultado del empleo de la microdidlisis cerebral para
el monitoreo de los neurotransmisores en pacientes
con enfermedad de Parkinson, trastorno obsesivo
compulsivo o epilepsia que fueron sometidos a proce-
dimientos terapéuticos de neurocirugfa funcional.

Materiales y método
Pacientes y lineas de investigaciéon

Desde 1997, en el Servicio de Neurocirugia del
Hospital "José Marfa Vargas”, de Caracas, se vienen
desarrollando tres lineas de investigacion utilizando la
MDC como herramienta de estudio neuroquimico:

1) La primera linea consiste en la obtencién de
muestras por microdidlisis durante la cirugia este-
reotéxica para la enfermedad de Parkinson (EP). Las
muestras se toman del putamen, nucleo caudado,
globo palido interno (GPi) y ntcleo ventrolateral (VL)
del tdlamo. La MDC primero se realiz6 con la tala-
motomia ventrolateral y después con la palidotomia
ventroposterolateral. Actualmente esta en marcha un
proyecto relacionado con el implante de electrodos
para la electromodulacion cerebral profunda (EMCP,
mas conocida por sus siglas en inglés, DBS, deep
brain stimulation) en el ndcleo subtaldmico (NST).

Neunale afiget
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Se determinan las variaciones de las concentraciones
extracelulares de los aminoacidos excitatorios e inhibi-
torios en el GPiy VL en muestras recolectadas durante
5 minutos, cada 10 minutos. Las muestras se toman
durante un periodo inicial basal, luego durante y
después de la aplicacion de impulsos eléctricos de alta
frecuencia (inhibitorios) en los “blancos” quirdrgicos
(NST, GPi o VL) y finalmente, cuando se dio el caso,
después de la ablacion por radiofrecuencia, sea tala-
motomia o palidotomia, o después de la colocacion
de electrodos de neuromodulacién. Obviamente, la
MDC se realiza con el paciente despierto, sin ninguna
sedacion (figura 1). En trabajos anteriores ya hemos
descrito nuestros resultados de la MDC durante
la talamotomia y palidotomia. Aqui describiremos
nuestros resultados preliminares de la MDC en tres
pacientes a quienes se les coloco electrodos de neu-
romodulacién en el NST; las sondas de microdialisis
fueron colocados en el GPi (en tres cirugias) o VL (en
dos cirugias); dos pacientes tenian sondas colocadas
en ambos nucleos simultdneamente.

Figura 1. Para que los resultados obtenidos del andlisis neuroqui-
mico sean fiables, el paciente debe estar despierto, sin sedantes ni
anestésicos que puedan alterar los neurotransmisores.

2) La segunda linea de investigacién es la MDC du-
rante la cirugia para el trastorno obsesivo compulsivo
(TOQ). Seinici6 con la cingulotomia anterior estereo-
taxica y actualmente se desarrolla la nueva modalidad
de "multiples blancos”, es decir, la combinacion de
cingulotomia y capsulotomia bilaterales estereotaxi-
cas.’® Las muestras por MDC se toman del nucleo
caudado, nucleo acumbens y nucleo dorsomediano
del tdlamo, en el lado derecho o en forma bilateral,
en varios momentos: en el periodo basal, antes y
después de estimular la obsesion (al paciente se le
muestra un objeto “gatillo” o se le habla sobre el




Sergio A. Sacchettoni, MD; Pedro Rada, MD; Luis Teneud, MD; Ramén Galué, MD; Juan Poincaré Abud, MD; Juan Félix Del Corral, MD.

tema desencadenante de la obsesién) y finalmente,
después de producir la ablacién por radiofrecuencia.
Presentamos los resultados preliminares del estudio
en dos pacientes con TOC.

3) En la tercera linea de investigacién, la MDC se aplica
en las cirugias de epilepsia. Aqui hay dos vertientes: a)
Durante las lobectomias temporales a crdneo abierto:
Antes de la reseccién se colocan una o dos sondas
de MDC hacia la parte medial del I6bulo temporal,
buscando el hipocampo; se toman varias muestras,
luego se retiran las sondas y se continlia con la re-
seccion del I6bulo. A estos pacientes previamente se
les realiza una espectrometria del I6bulo temporal
por resonancia magnética (ERM) preoperatoria y un
registro cortical durante la cirugfa. Estos datos son
confrontados con los hallazgos de la MDC y con las
observaciones obtenidas en el estudio histopatologico
del I6bulo resecado. b) La otra vertiente, que se ini-
ciara proximamente, es con cirugia estereotaxica, al
realizar una amigdalohipocampectomia por radiofre-
cuencia. Aquf se tomardn muestras por microdialisis
de manera bilateral en el hipocampo, antes y después
de la ablacién por radiofrecuencia. Los datos seran

confrontados con los de la ERM Unicamente. En el
presente documento no presentaremos nuestros
resultados del estudio en la epilepsia.

Asi pues, siempre se intenta que la MDC sea dindmi-
ca, es decir, se toman muestras en el periodo basal,
luego antes y después de la aplicacién de estimulos y
finalmente, después de la accion terapéutica.

Sondas de microdialisis cerebral

Los detalles de las cadnulas ya han sido descritos en
otras publicaciones.!”:?>26 Resumiendo, la canula de
didlisis consiste en un tubo de acero inoxidable, de
26 gy 180 micrémetros de didmetro externo, con
un capilar de silicio en su interior recubierto de
poliimida, de 75 um de didmetro interno, 150 um
de didmetro externo y 10 cm de longitud; en uno
de sus extremos posee una membrana de celulosa
(con poros que no permiten el paso de moléculas
con peso molecular superior a 13.000 daltons)
sellada con epoxi (figuras 2 y 3). Las canulas son
similares a las utilizadas en animales, pero varian
en longitud. Debido a que son muy delgadas, las
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Figura 2. Esquema de la configuracion de las
sondas o cdnulas de microdidlisis disenadas
por Meridialysis®. La cénula guia o “camisa”
tiene una longitud de 9 cm y es introducida
con el mandril o guiador interno hasta 5 mm
por encima del “blanco” a dializar. Luego, se
retira el mandril y a través de la cdnula guia se
introduce la sonda de microdidlisis, de 10 cm,
cuyo extremo con la membrana de didlisis so-
bresale 10 mm. De este modo, la zona dializar
tiene 10 mm de diémetro mayor. El propésito
de que la sonda tenga sélo 10 cm es para evitar
que las sondas sobresalgan mucho del nivel de
la tabla externa del crdneo y obstaculicen los
movimientos del neurocirujano, como ocurria
con las sondas anteriores.

H 10 centimetros ——i—3
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Figura 3. Esquema de la sonda de microdidlisis.
Esta consiste en dos tubos concéntricos, uno
dentro de otro. El tubo externo estd conectado a
la manguera de entrada, por donde ingresa una
solucién (en nuestro caso, liquido cefalorraquideo
artificial) perfundida mediante una bomba de
microinfusion. La solucién entra hasta el extremo
distal, colocado dentro del parénquima cerebral,
donde se encuentra la membrana de didlisis.
Aqui, las moléculas cuyo peso molecular lo per-
mita, entran a través de la membrana debido al
gradiente de concentracion y son arrastradas por
la corriente de la solucién al exterior por el tubo
interno. Las muestras son recogidas en tubos
de Eppendorf y posteriormente procesadas por
electroforesis capilar.

—‘Vﬂllhlrgﬂ.'lg.cf.
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lesiones que causan son minimas, tal como se ha
demostrado en animales.

Estas canulas son perfundidas con liquido cefalorra-
quideo artificial (NaCl 136 mM, KCl 3,7 mM, CaCl2
1,2 mM, MgCl2 1 mMyNaHCO3 10 mMapH7,4) a
una velocidad de 1 ul/min. Las cénulas se implantan
por lo menos 30 minutos antes de iniciar las pruebas
y luego las muestras se recolectan durante 5 minutos,
a razén de 1 ul/min, por cada prueba.

Preparacion del paciente y colocaciéon
de las sondas de microdialisis

Al paciente (con EP, TOC o epilepsia) se le fija el aro este-
reotdxico con 4 puntas al crdneo, previa anestesia local
0 bloqueo nervioso periférico con bupivacaina. Las coor-
denadas de los "blancos” para la microdidlisis se toman
al mismo tiempo que el “blanco” quirdrgico mediante
tomografia computarizada (TC) o resonancia magnética
(RM) cerebral. Una vez en el quiréfano, se realiza una
incision mas larga que la usual para un procedimiento
estereotaxico comun, a ambos lados, inmediatamente
por delante de la cisura coronal. Lo primero que se
implantan son las sondas de microdidlisis.

Es mejor que cada sonda tenga su propio agujero
de trepanacion; para ello se escoge bien su trayecto
de entrada, de modo que este no coincida con el
de las deméas sondas ni con la entrada del electrodo
operador (sea de registro, rastreo, “estimulacién”,
lesion por radiofrecuencia o electromodulacién
permanente). Es esta la razén por la cual la incisién
debe ser amplia. Los agujeros de trepanacion de las
sondas de MDC deben ser minimos.

Primero, se introduce la cdnula guia metalica
con el mandril o guiador interno, sujetada con el

adaptador-sujetador de canulas, fabricado para este
proposito (figura 4).

Figura 4. Adaptador-sujetador (sefialado con un circulo) que sujeta

la cénula guia o “camisa” al sistema estereotdxico (Micromar®,

Brasil) para su colocacion, lo mds exacta posible, en el “blanco”
cerebral a dializar.

Esta canula se acerca hasta 5 mm por encima del
“blanco” a dializar. Se retira el mandril y se introduce
la sonda de microdiélisis, cuyo extremo de diélisis
sobresale un 10 mm por fuera de la canula guia,
de manera que queda en una extensién de 5 mm
por encima y 5 por debajo del "blanco”. Una vez
colocada la sonda en su “blanco” (por ejemplo VL,
GPi, NST, putamen, nucleo accumbens), es asegurada
con adhesivo quirdrgico bioldgico (e.g. Bioglue® de
CryolLife®, Atlanta) o cualquier similar que la manten-
ga en su sitio. Las sondas fabricadas recientemente
para uso humano (Meridialysis®) son mas cortas, de
manera que sblo sobresalen de la corteza cerebral
unos pocos milimetros una vez que estan puestas
en su sitio (figura 5); de este modo, no entorpecen
la labor del neurocirujano.

Figura 5. Disposicién de las sondas
(introducidas en el cerebro) y man-
gueras de infusién (flechas N° [) y
de recoleccion (flechas N° 2) en el
ambiente quirdrgico. Las muestras se
recogen en tubos de Eppendorf que se
deben sostener cerca de las mangue-
ras de recoleccion (flechas N° 3). En
este paciente se observa las cdnulas
largas, que sobresalen mucho de la
tabla externa del crdneo del paciente
(flecha N° 4 que mide distancia) y esto
puede interferir con los movimientos del
neurocirujano. Con sondas mds cortas,
este inconveniente se corrige.

Neunale afiget
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Toma de muestras por microdialisis
cerebral

Luego de implantar las sondas, usualmente dos
a tres, debe permitirse un lapso de espera de 30
minutos con la finalidad de que se estabilicen los
neurotransmisores liberados al intersticio debido al
microtrauma producido por la insercién de la sonda.
La microrruptura celular causa la liberacién de glu-
tamato (Glu) intracelular al exterior y puede causar
falsas mediciones de Glu. Si bien algunos autores
han propuesto que el lapso de espera para que se
estabilice el intersticio deberfa ser de 4 a 6 horas o
mas,'® nuestra experiencia nos ha hecho concluir que
luego de 30 minutos el error de medicién es lo sufi-
cientemente pequeno para que no sea significativo
y para que la relacion existente entre las variaciones
causadas por los diferentes estimulos si lo sea.

El electrodo operador se introduce y se detiene 10 mm
antes dellegar al “blanco”. Antes de aplicar cualquier
impulso eléctrico, se toma una muestra durante 5 mi-
nutos (a razon de 1 ul/min), simultdneamente en cada
"blanco” a dializar (“muestras basales” o “cero”).
Se toma nuevamente otra muestra basal a los 10
minutos. En seguida se procede a la aplicacién de los
impulsos y a la evaluacion de los efectos clinicos (en
los pacientes con EP o TOCQ). Los impulsos eléctricos
de alta frecuencia que se aplican sobre los “blancos”
quirtrgicos (NST, GPi o VL) deben estar entre los ran-
gos de 100-120 Hz (hercios) y 2-4 voltios. Hay que
recordar que en la mayoria de los nucleos cerebrales
(donde se encuentran los somas de las neuronas), la
aplicacion de estimulos de alta frecuencia produce
la inhibicion de su actividad (aun si es anormal), por
lo que se deberia observar una mejoria
de los sintomas, que es muy notoria en
los pacientes con EP. Esta estimulacion,
aunada a la toma de muestras por MDC,
nos permite explorar funcional y neu-
roguimicamente los posibles circuitos
involucrados en la enfermedad.

En cada modalidad de procedimiento
quirtrgico se toma la muestra durante
5 minutos de microdializado y se deja
reposar 10 minutos antes de una nueva
toma (“muestras de rastreo”). Debe
evitarse la toma de muestras por cada
incremento de intensidad (voltaje). Sélo
se toma una muestra cada vez que se
obtenga una respuesta clinica apreciable,
seguida siempre de otra muestra “de
reposo” 10 minutos después. Cuando

ya se precisé el “blanco” quirlrgico (terapéutico)
definitivo, se toma una muestra mas con la aplica-
cion de impulsos necesarios para lograr una buena
respuesta clinica (“muestra preoperatoria”). Puede
tomarse una segunda muestra preoperatoria, pero
siempre después de una “muestra de reposo” a los
10 minutos de la anterior, si la respuesta clinica se
sigue reproduciendo. A continuacion, se realiza el
procedimiento terapéutico (ablaciéon por radiofre-
cuencia o implante de electrodos definitivos para
electromodulacién), y también se espera 10 minutos
para tomar dos o mas muestras durante 5 minutos,
pero siempre intercaladas con 10 minutos de reposo
("“muestras posoperatorias”).

Recoleccion de las muestras obtenidas
por microdialisis

La perfusién hacia las sondas se hace por medio de
una bomba de microinfusion, que se instala cerca del
paciente sobre una mesa con campo estéril (figura 6).
Debe tener capacidad para 2 a 4 inyectadoras simul-
tdneamente y se lo programa para una velocidad de
infusion de 1 ul/min. Las inyectadoras deben ser las
adecuadas, compatibles con la bomba de microinfu-
sion: inyectadoras de Hamilton, de insulina (1 ml) o
de 3 ml, generalmente (debe consultarse al fabricante
respecto a cuales son los modelos compatibles con
la bomba de microinfusién). De las agujas de las in-
yectadoras parten las mangueras que se conectan a
la cdnula metdlica de entrada de las sondas. La salida
del microdializado se hace por la manguera de salida
que tiene la sonda, y esta se introduce dentro de un
tubo de Eppendorf estéril que se fija en el campo
quirurgico (figuras 3y 5).

Figura 6. El uso de la bomba de microinfusion es imprescindible para lograr flujos tan

lentos como de | uL/min.
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Se necesita un tubo de Eppendorf por cada toma
de muestra de microdidlisis y por cada “blanco” a
dializar, y cada uno debe ser estrictamente etique-
tado. Por ejemplo, el tubo que recolecta la primera
muestra basal proveniente del NST derecho podria
ser rotulado como “NSTd-basal-1"; el tubo con la
segunda muestra basal de ese mismo “blanco” (luego
de haberse retirado el primer tubo y cambiado por
este) seria denominado “NSTd-basal-2"; al tubo con
el cual se recolecta el microdializado inmediatamente
luego de la primera aplicacion de un estimulo en el
NST izquierdo se lo podria llamar “NSTi-rastreo-1",
y asf sucesivamente.

Los tubos debidamente rotulados son colocados en
hielo en un recipiente apropiado para su conserva-
cion. En la etiqueta de identificacién, ademas de los
datos de la muestra, también deben figurar el nom-
bre del paciente y la fecha de la cirugia. Deben ser
guardados en seguida a -20 °C. Pueden conservarse
en estas condiciones, incluso hasta un mes, hasta su
medicién con el equipo de electroforesis
capilar (modelo R2D2, Meridialysis®). En
caso alternativo, puede disponerse de
un equipo de cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC, high performance
liquid chromatography), que debe estar
preparado y calibrado para detectar con-
centraciones muy pequedas (del nivel de
pico y nanomoles).

Inmediatamente después de tomar la
Gltima muestra de microdidlisis, se retiran
las sondas y luego se concluye la cirugia
de manera convencional. Durante todo
el procedimiento, se debe mantener
despiertos a los pacientes para que con su
participacién activa se pueda confirmar
la localizacion de la lesion.

Derivatizacion de las
muestras para medir
glutamato, aspartato y GABA

Para derivatizar cada muestra, esta se
diluye en una solucién preparada con 100
nL de buffer de carbonato/bicarbonato,
20 mM con un pH de 9,4, y 100 nL del
isomero | de isotiocianato de fluoresceina
(fluoresceina-5-isotiocianato; FITC, por las
siglas en inglés de fluorescein isothioc-
yanate), 2,75 mM, fijada en acetona. De
igual manera, también se derivatizan una
solucion blanco y un patrén (“estandar”)

de cada uno de los aminodcidos en estudio. Las
muestras, el blanco y los patrones son colocados en
una cdmara humeda y oscura durante al menos 16
horas antes de analizarlas para permitir la reaccién
quimica.®17.26-29

Electroforesis capilar con
fluorescencia inducida por laser

El equipo de electroforesis capilar es del modelo
R2D2 (Meridialysis®, Mérida, Venezuela; figura 7),
automatico y computarizado, cuyas caracteristicas ya
han sido descritas en diferentes publicaciones."?2°En
resumen, consiste en un instrumento implementado
con un detector colineal que recibe un haz de laser
de argdn, con una longitud de onda de 488 nm. Este
haz es llevado a través de una fibra dptica hasta una
caja 6ptica en donde se refleja en un espejo dicroico
hacia el capilar. El haz de luz se enfoca sobre el capilar
mediante un objetivo de microscopio (con un aumen-
to de 60x y apertura numérica de 0,85 NA).

Figura 7. Sistema de electroforesis capilar de zona (Meridialysis®, modelo R2D2), aco-

plado a un sistema de deteccion de la fluorescencia inducida por ldser. A) Modelo para

investigacion; B) modelo para uso clinico. La alta sensibilidad ha obligado a la introduccién
de nuevos términos de concentracion: zeptomol (10" M) y yoctomol (10**M).
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Este equipo tiene un capilar de 20 um de didametro
internoy 45 cm de longitud efectiva, con una ventana
colocada a 35 cm del dnodo. El capilar se llena con
la solucion tampoén o buffer y sus extremos se dejan
inmersos en reservorios equipados con electrodos
de platino-iridio, los cuales estan conectados a una
fuente de poder que genera 23 kV. La fluorescencia
que se produce en el interior del capilar es recogida
por el mismo objetivo, atraviesa el espejo dicroicoy es
concentrada mediante un ocular en la ventana foto-
sensible de un tubo fotomultiplicador, que convierte
la sefial luminosa en voltaje. Este voltaje, a su vez, es
convertido en una sefal digital por un computador
gue emplea el programa Onice®. La fluoresceina fue
utilizada como un estandar interno que reduce la
variabilidad de los picos debida a las variaciones en
el procedimiento de inyeccién.

Medicion de los elementos
a. Glutamato y aspartato.

Las muestras, patrones y blancos son inyectados
hidrodindmicamente, cada una por separado, en el
extremo anddico del capilar por efecto de una presion
negativa de 19 psi (del inglés Pounds per Square Inch,
libras por pulgada cuadrada) aplicada en el extremo
catédico del capilar durante 0,5 segundos, mientras
que el terminal anddico del capilar esta sumergido en
la solucion. Posteriormente, el capilar es transferido
al reservorio y se aplica un alto voltaje (20 kilovoltios)
durante 10 minutos. En el caso del glutamato y el
aspartato, se utilizard un buffer de carbonato/bicar-
bonato 20mM para la separacién o derivatizacién.

b. GABA: Este aminoécido es un zwitterién (ion bi-
polar); en otras palabras, en medio acido o alcalino
posee una carga muy ligera. Para poder separarlo de
otros compuestos neutros mediante la electroforesis
capilar debe modificarse las caracteristicas del buffer.
Para eso, se le agrega una cantidad considerable de
detergente para lograr la separacién cromatogréfica
de las moléculas. En nuestro caso, se utiliza un buffer
compuesto por borato sdédico 23 mM, SDS (dodecil
sulfato de sodio o lauril sulfato de sodio) 120 mM
y metanol al 0,1% y se aplica un voltaje de 26 kV
durante 10 minutos.

Después de cada corrida de muestra, el capilar debe
ser lavado con NaOH 0,1 N durante 2 minutos, lue-
go con agua de 18 MQ (megaohmios) durante un
minuto y por Ultimo con el buffer carbonato por 2
minutos. Cada corrida completa demora 15 minutos,
maés los tiempos de lavado.
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Aspectos éticos

El procedimiento de microdidlisis cerebral en humanos
fue aprobado previamente por el Consejo de Desarrollo
Cientifico y Humanistico de la Universidad de los An-
des, Mérida, y por la Comision de Bioética del Hospital
Vargas. Ademas, se siguen los lineamientos sobre bio-
ética de la Fundacién Nacional de Ciencia y Tecnologia
(FONACIT). Igualmente, se requiere que el documento
de consentimiento informado haya sido firmado por
los mismos pacientes de manera individual.

Resultados y discusion

Nuestros resultados ya han sido publicados y préxima-
mente volveremos a publicar mas. A continuacién los
expondremos de manera sencilla. En la EP pudimos
apreciar un comportamiento que concuerda con el
modelo fisiopatoldgico de los ganglios basales de
Delong y Alexander,*3* es decir, que en esta enfer-
medad hay una excesiva descarga (hiperactividad)
del complejo del GPi/SNr que se traduce en una
hiperinhibicion (mayormente gabaérgica) del VL.
En efecto, pudimos observar que la concentracién
de GABA extracelular en el VL disminuy6 durante la
aplicacion de impulsos eléctricos de alta frecuencia
(inhibitorios) en el GPi, retorné a su nivel inicial una
vez que se suspendid la inhibicidn eléctrica y dismi-
nuyd significativamente de manera prolongada o
definitiva con su destruccion (palidotomia) (figura 8)
y de manera temporal o reversible con la inhibicién
eléctrica (electromodulacion) del GPi (“via indirecta”
de los ganglios basales).®

De acuerdo al mismo modelo fisiopatoldgico, el NST
produce hiperexcitacion glutamatérgica del GPi (el
NST se ha "liberado” de la funcién inhibitoria del
putamen). Encontramos que el nivel de Glu en el
GPi disminuy6 de manera reversible con la inhibicion
eléctrica del NST (figura 9). Ademas, pudimos apreciar
que la disminucion de Glu en el GPi, al ser inhibido
el NST, se acompafnaba de un discreto aumento de
GABA (proveniente, segun el modelo fisiopatoldgico
propuesto, del putamen; figura 9). Las fibras prove-
nientes del putamen son inhibidas cuando el NST esta
activo. Esta inhibicion desaparece una vez que el NST es
inhibido eléctricamente, lo que al parecer permite que
las fibras putaminales ejerzan su inhibicién gabaérgica
sobre el GPi. De esta manera, parece descubrirse una
interaccién entre las vias “directa” e “indirecta” a nivel
del GPi (observaciones por publicarse) mediada por
alguna interneurona. Esta interaccion entre las vias
“directa” e “indirecta” no era conocida.
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GABA en Talamo
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Figura 8. Variaciones de la concentracién de GABA en microdializados tomados del nticleo ventrolateral (VL) del tdlamo en un paciente operado de
palidotomia por enfermedad de Parkinson. Segtin el modelo fisiopatoldgico de los ganglios basales de Delong y Alexander,30-34 la concentracion de
GABA en el VL, liberado por neuronas procedentes del GPi, debe estar elevado, lo que se confirma al analizar las muestras basales (“basal”). Cuando
se aplican impulsos eléctricos de alta frecuencia (inhibitorios; “pulsos eléctricos”) en el GPi, el nivel de GABA en el VL disminuye. Luego de la pausa
(“pausa”), los valores se recuperan para después disminuir definitivamente, posterior a la destruccion por radiofrecuencia del GPi (“palidotomia”).
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Figura 9. Variaciones de las concentraciones de glutamato (Glu, en rojo, lineas intercaladas con rombos) y GABA (en azul, lineas intercaladas con
cuadrados) en microdializados del GPi en un paciente sometido al implante de electrodos de electromodulacién en el nicleo subtaldmico (NST)
por enfermedad de Parkinson. Segtin el modelo fisiopatolégico de los ganglios basales de DelLong y Alexander, la concentracion del Glu en el GPi,
liberado por neuronas provenientes del NST, deberia estar elevado, hecho que se confirma al analizar las muestras basales (“valores basales”).
Cuando se aplican impulsos eléctricos de alta frecuencia (inhibitorios; “aplicacion de impulsos de alta frecuencia” - “AF” o electroinhibicion) en
el NST, el nivel de Glu en el GPi disminuye. Luego de la pausa (“pausa”) los valores se recuperan, pero después disminuyen cuando se vuelva a
aplicar la electroinhibicion (‘AF”) en el NST. Sorprendentemente, la concentracion de GABA en el GPi, normalmente liberado alli por los axones
del putamen (“via directa”), aumenta cuando el NST es inhibido. Esta afectacién de la via “directa” cuando se inhibe el NST (“via indirecta”) nos
hace pensar que habria una interaccién entre estas dos vias a nivel del GPi, probablemente mediada por alguna interneurona.
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También tuvimos hallazgos importantes en los pro-
cedimientos de psicocirugia: Observamos que los
niveles de GABA en el nlcleo dorsomediano (DM) del
tdlamo derecho disminufan discretamente con la cin-
gulotomia izquierda (contralateral) y de manera mas
acentuada con la cingulotomia derecha (homolateral)
(figura 10). Este hallazgo parece confirmar que el
TOC tiene su sustrato fisiopatolégico en los ganglios
basales y que comprende circuitos o vias similares a los
somatomotores, en concordancia con la hipdtesis de
que existen circuitos paralelos en los ganglios basales:
somatomotor, limbico y asociativo.

Asi pues, podemos especular que el TOC tiene un
mecanismo fisiopatoldgico semejante al de la EP, pues
existe una hiperinhibicion del tdlamo, pero a nivel
de su nucleo limbico (el DM), de tipo GABAérgico.
Esta hiperinhibicion puede ser modificada de alguna
manera por la cingulotomia del mismo lado y en
menor medida por la del lado opuesto. Es probable
que en un futuro préximo encontremos un “blanco”
dentro de los ganglios basales que cuando actuemos
quirtrgicamente sobre él (mediante la ablacién o
electromodulacién) logremos actuar de una manera
mas directa sobre la accion inhibitoria del DM y de

este modo podamos tener un mejor control de los
sintomas del TOC.

Perspectivas e investigaciones
venideras

La mayoria de los trabajos de investigacién en neuro-
guimica se han realizado en animales. Los trabajos en
humanos se concentran principalmente en el estudio
del trauma craneoencefélico;*“° en este campo, se
ha estudiado al lactato con el fin de estimar el grado
de sufrimiento neuronal. A excepcion de un trabajo
interesante realizado en Lyon sobre microdialisis del
cuerno posterior de la médula espinal durante la ci-
rugia de DREZ para el tratamiento de la espasticidad
y el dolor,*' y de otros dos efectuados en Estocolmo y
Roma, en los que midieron los niveles basales de do-
pamina, glutamato, GABA y acetilcolina in vivo,** no
existen otros estudios de microdialisis en neurocirugia
funcional y/o en los ganglios basales. Sin embargo,
en aquellos trabajos la microdialisis se hizo en forma
estatica, es decir, los investigadores se limitaron a
describir los elementos encontrados en un momento
dado durante la cirugia, sin la aplicacién de estimulos
eléctricos que puedan causar variaciones.

300
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Figura 10. Variaciones de la concentracion de GABA en microdializados tomados del niicleo dorsomediano del talamo (DM) en dos pacientes
operados de cingulotomia y capsulotomia por trastorno obsesivo compulsivo (TOC). |8 Vemos que el nivel de GABA detectado en el DM derecho
(¢proveniente del GPi?) estd inicialmente elevado, pero con la cingulotomia izquierda (contralateral) disminuye, y lo hace de manera mds acentuada
con la cingulotomia derecha (homolateral). Este hallazgo parece confirmar que el TOC tiene su sustrato fisiopatolégico en los ganglios basales.
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Por el contrario, en nuestros trabajos empleamos
la “microdialisis dinamica”, es decir, medimos
los cambios neuroquimicos que ocurren al aplicar
estimulos eléctricos. Clasicamente, los hallazgos
respecto a los aminoacidos excitatorios e inhibitorios
estan basados en experimentacion farmacoldgica,
estudio de homogenizados ex vivo, estudio de
receptores mediante el uso de la tomografia por
emision de positrones y estudios electrofisioldgicos,
pero no en mediciones directas de la liberacién de
los neurotransmisores. 446

En otras palabras, la mayoria de los trabajos han sido
realizados post mortem o se han efectuado emplean-
do la tomografia por emisién de positrones.*4

Pocos se han orientado a realizar mediciones en
forma dindmica aplicando estimulos.>'" El aspecto
dindmico del estudio es importante si se tiene en
cuenta que la fisiologia de los ganglios basales esta
variando constantemente. Hasta ahora, nos hemos
centrado en monitorear las concentraciones de Glu
y GABA debido a que las aferencias principales a los
ganglios basales son glutamatérgicas mientras que
las eferencias son fundamentalmente gabaérgicas.

En este sentido, mencionamos como ejemplo el tra-
bajo de Rada,’ en el cual se consiguié un descenso
significativo del aminoacido GABA en el tdlamo de
un paciente parkinsoniano. Este descenso se mani-
fest6 tanto durante la inhibicién con estimulos de
alta frecuencia como posterior a la lesién del talamo.
Este resultado sugiere que el paciente parkinsoniano
presenta niveles excesivos de GABA en el tdlamo y
que la mejoria depende, al menos parcialmente, de
la disminucién de los niveles de este aminoacido, en
concordancia con el modelo propuesto.30-3#

En otro trabajo, también de autoria de Rada y aun
no publicado, realizado con animales, se exploré
el efecto del haloperidol sobre el funcionamiento y
liberacion de glutamato en la corteza visual durante
la estimulacién fética intermitente. En el mismo se
observé que el haloperidol es capaz de disminuir la
respuesta glutamatérgica en la corteza visual del
animal y esto podria correlacionarse con los hallaz-
gos clinicos en pacientes con EP, en quienes hay
disminucién de la percepcién sensorial.#%%°

Resultados esperados en
investigaciones venideras

a) Determinar si se repite la disminucion de los niveles
de GABA en el VL al aplicar impulsos eléctricos de alta
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frecuencia, como ha sido reportado previamente en
nuestro laboratorio.

b) Probablemente se observe un aumento de los
niveles del glutamato en el putamen y caudado en
condiciones basales en pacientes con EP y una dis-
minucion de los mismos al aplicar impulsos de alta
frecuencia eléctrica en el GPi o NST.

) La lesion de la porcién compacta de la sustancia
negra (pars compacta) en ratas deberia producir la
disminucién de la concentracion de glutamato en el
GPi, liberado por fibras provenientes del NST.

d) La aplicacién de algun antiepiléptico en el NST
deberia normalizar los sintomas del paciente parkinso-
niano, al mismo tiempo que se observa la disminucion
de los niveles de GABA en el VL.

e) La aplicacion de impulsos eléctricos de alta frecuen-
cia en el NST deberia reducir las concentraciones de
glutamato en el GPiy de GABA en el VL.

Aplicacion de los resultados

a) El conocimiento de las conexiones neuronales y los
transmisores involucrados en dicho circuito permitira,
en un futuro no muy lejano, crear nuevas terapéuticas
farmacoldgicas para el tratamiento de enfermedades
tales como la EP y el TOC.

b) Podria esperarse, en algin momento, que el
estudio neuroquimico continuo (monitoreo tipo
"Holter" neuroquimico) mediante la microdialisis
cerebral proporcione una prueba diagnéstica de la
enfermedad de Parkinson y el TOC, y probablemente
de la epilepsia.

¢) El estudio neuroquimico nos permitiria disefar
nuevas técnicas quirdrgicas con las que podremos
obtener mejores resultados en el tratamiento de la
EPy el TOC.

Conclusiones

La microdialisis cerebral se presenta como una herra-
mienta muy Util para valorar el aspecto neuroquimico
de las enfermedades neurolégicas. Desde hace décadas,
la exploracién electrofisiolégica ha tomado mucho auge
y tenido muchas aplicaciones, pero no se ha sabido
explorar el aspecto neuroquimico. Ahora, con esta
técnica podemos medir los neurotransmisores y otras
sustancias en el liquido extracelular cerebral en forma
fidedignay no cruenta. Tradicionalmente, las mediciones




Sergio A. Sacchettoni, MD; Pedro Rada, MD; Luis Teneud, MD; Ramén Galué, MD; Juan Poincaré Abud, MD; Juan Félix Del Corral, MD.

neuroquimicas sélo se podian realizar sobre el mismo
tejido cerebral, extraido y procesado. Con la microdiali-
sis, estas determinaciones cuantitativas se pueden hacer
con el paciente despierto. La informacién neurogquimica
nos ayuda a respaldar las técnicas quirdrgicas y los
modelos neurofisiolégicos establecidos y a conocer
mas sobre la enfermedad neurolégica. Con el tiempo,
la microdidlisis serd un procedimiento de uso cotidiano

Homenaje y dedicatoria

que la aplicaremos en muchisimas areas de la neuroci-
rugia. En este trabajo proponemos la existencia de una
interaccién entre las vias “directa” e “indirecta” de los
ganglios basales, gracias a la informacion obtenida por
la microdidlisis. Suponemos que esta interaccién debe
estar mediada por una interneurona inhibitoria. Esta
proposicién deberd, obviamente, ser confirmada con
estudios que involucren un mayor nimero de casos.

Este articulo est4 dedicado de manera especial al profesor Luis Hernandez, a quien le rendimos merecido home-
naje por su valiosa contribucién como pionero e impulsor del continuo desarrollo de la microdiélisis cerebral.
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