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RESUMEN

La estimulacién magnética transcraneal repetitiva (EMTr) es un método con creciente uso a nivel clinico,
debido a los resultados positivos obtenidos a partir de la aplicacidn de esta terapia para aminorar la
sintomatologia de la depresion, pero como todo método de relativo uso reciente, existen aun puntos
importantes para ser estudiados, uno de los cuales es el tiempo en que persisten los efectos de este
tratamiento una vez que las sesiones de aplicacién han finalizado.

Objetivo: El propdsito del presente trabajo fue evaluar la persistencia del efecto tipo antidepresivo de la
EMTr con frecuencia de 5 Hz, aplicada a ratones hembra de la cepa Balb/C, previamente expuestos a
estrés crénico impredecible para simular conducta tipo depresiva.

Métodos: Se realiz6 una comparacion entre 5 grupos de ratones hembra de la cepa Balb C (Control,
estimulado sin mantenimiento, estimulado con mantenimiento, simulado sin mantenimiento y simulado
con mantenimiento). A excepciéon del grupo Control, los grupos fueron expuestos a estrés cronico
impredecible para instaurar conducta tipo depresiva. Dos de estos grupos fueron tratados con
aplicaciones diarias de lunes a viernes de EMTr a 5 Hz por 4 semanas (estimulado con mantenimiento
-EMTr CM- y estimulado sin mantenimiento-EMTr SM). El grupo EMTr CM recibié sesiones de
mantenimiento por 5 semanas mas. Para evaluar el desarrollo de la conducta tipo depresiva, se realizo
un seguimiento semanal del estado de pelaje por medio de puntajes asignados a 7 zonas del raton
(cabeza, cuello, espalda, patas delanteras, patas traseras, cola y abdomen) para determinar el nivel de
autocuidado en cada grupo. Se aplicaron las pruebas conductuales de rotarod, campo abierto y nado
forzado en dos ocasiones, la primera al término de las sesiones de tratamiento y la segunda ocasion al
término de las sesiones de mantenimiento, para determinar la evolucién de los sintomas de la conducta
tipo depresiva con sesiones de mantenimiento y sin ellas. Como parte final, se realizé la técnica de
impregnacion de Golgi- Cox en las muestras de cerebro obtenidas del sacrificio de los sujetos de estudio,
especificamente en el giro dentado del hipocampo, con el fin de cuantificar espinas dendriticas maduras
(tipo mushroom) en cada uno de los grupos de estudio, ya que se ha visto que hay cierta relacion entre
la disminucién de las espinas dendriticas en el giro dentado en presencia de un proceso depresivo.

Resultados: La prueba de rotarod y la de campo abierto mostraron que, al no presentar diferencias
estadisticamente significativas, ni la exposicién a estrés créonico impredecible (ECI) ni la manipulacion
hecha durante la aplicacién de las sesiones de EMTr, provocaron dafio motor que pudiera incapacitar a
los ratones a realizar la prueba de nado forzado o bien que les impidiera asearse. Por otro lado, el indice
de estado de pelaje indicé una mejor conducta de autocuidado en los ratones que estuvieron bajo
tratamiento con EMTr a 5 Hz, y en los ratones con sesiones de mantenimiento comparado con los
ratones en los grupos simulados (Sham SM y Sham CM), incluso el grupo estimulado con mantenimiento
(EMTr CM) presentd un estado de pelaje en mejores condiciones comparado con el grupo estimulado
sin mantenimiento (EMTr SM). En la técnica de impregnacion de Golgi-Cox se observé un mayor nimero
de espinas dendriticas en el grupo EMTr CM vs el grupo EMTr SM y al comparar las espinas dendriticas
de tipo mushroom, se observé una diferencia matematica donde en el grupo EMTr SM, el porcentaje fue
menor comparado con el grupo EMTr CM.

Conclusiones: Por medio de estas comparaciones, encontramos que las sesiones de mantenimiento
aminoran en mayor medida los sintomas tipo depresivos que fueron evaluados por medio de la aplicacion
de pruebas conductuales y por medio de la observacion hecha a partir de las muestras histologicas
impregnadas con la técnica de Golgi-Cox, por lo cual concluimos que la aplicacion de sesiones de
mantenimiento es importante para obtener mejores resultados con la aplicacion de EMTr a una
frecuencia de 5 Hz.



ABSTRACT

Repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) is a method with increasing use at clinical level, due
to the positive results obtained from the application of this therapy to reduce the symptoms of depression,
but like any method of relative recent use, there are still important points to be studied, one of which is
the time in which the effects of this treatment persist once the application sessions have ended.

Objective: The purpose of the present work was to evaluate the persistence of the antidepressant effect
of the rTMS with a frequency of 5 Hz, applied to female mice of the Balb / C strain, previously exposed
to unpredictable chronic stress to simulate depressive-like behavior.

Methods: A comparison was made between 5 groups of female mice of the Balb C strain (Control,
stimulated without maintenance, stimulated with maintenance, sham without maintenance and sham with
maintenance). With the exception of the Control group, the groups were exposed to unpredictable chronic
stress to establish depressive-like behavior. Two of these groups were treated with daily applications
from Monday to Friday of rTMS at 5 Hz for 4 weeks (stimulated with maintenance -rTMS WM- and
stimulated without maintenance-rTMS WoM-). The rTMS WM group received maintenance sessions for
a further 5 weeks. To assess the development of depressive-like behavior, a weekly monitoring of the
coat status was carried out by means of scores assigned to 7 areas of the mouse (head, neck, back,
front legs, hind legs, tail and abdomen) to determine the level of self-care in each group. The rotarod,
open field and forced swimming behavioral tests were applied on two occasions, the first at the end of
the treatment sessions and the second time at the end of the maintenance sessions, to determine the
evolution of the symptoms of depressive-type behavior. with and without maintenance sessions. As a
final part, the Golgi-Cox impregnation technique was performed on the brain samples obtained from the
sacrifice of the study subjects, specifically in the dentate gyrus of the hippocampus, in order to quantify
mature dendritic spines (mushroom type) in each one of the study groups, since it has been seen that
there is a certain relationship between the decrease in dendritic spines in the dentate gyrus in the
presence of a depressive process.

Results: The rotarod test and the open field test showed that, since they did not present statistically
significant differences, neither the exposure to chronic unpredictable stress (CUS) nor the manipulation
done during the application of the rTMS sessions, caused motor damage that could incapacitate the mice
to perform the forced swim test or to prevent them from grooming. On the other hand, the coat status
index indicated a better self-care behavior in the mice that were under treatment with rTMS at 5 Hz, and
in the mice with maintenance sessions compared to the mice in the sham groups (Sham WoM and Sham
WM), even the group stimulated with maintenance (rTMS WM) presented a coat state in better condition
compared to the group stimulated without maintenance (rTMS WoM). In the Golgi-Cox impregnation
technique, a greater number of dendritic spines was observed in the rTMS group vs the rTMS WoM group
and when comparing the mushroom-type dendritic spines, a mathematical difference was observed in
the rTMS WoM group, in which the percentage was lower compared to the rTMS WM group.

Conclusions: Through these comparisons, we found that the maintenance sessions reduce to a greater
extent the depressive-type symptoms that were evaluated by applying behavioral tests and observing the
histological samples impregnated with the Golgi-Cox technique, therefore we conclude that the
application of maintenance sessions is important to obtain better results with the application of rTMS with
a frequency of 5 Hz.
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INTRODUCCION

La Depresion es un concepto universal cada vez mas recurrente debido a que nombra a una de

las enfermedades mentales que mas se presenta en la poblacion a nivel mundial.

Las personas que presentan este padecimiento, en palabras de E. Kraepelin, “se muestran, sin
causa aparente, amodorrados y torvos, desanimados o con una apatia irrazonable; asi
comienza la melancolia...” y justo esta ultima palabra fue la atribuida por Hipdcrates como
primer acercamiento al concepto de depresion, y no solo dandole una identidad, sino también
describiéndolo clinica y objetivamente (s. IV a.C.). Sumados a los sintomas antes mencionados

puede observarse también en los pacientes depresivos, como éstos “...sufren mal humor,
desaliento e insomnio y suelen despertar de repente de un suefio sobresaltado... Tienden a
cambiar de idea rapidamente; se hacen autoritarios, mezquinos y ruines para pasar al poco
tiempo a ser simples, extravagantes y generosos, pero no por virtud del espiritu sino por lo
mutable de la enfermedad" [Kraepelin, Citado por Lewis, 1934, en Avila, A. (1990)]. Cabe resaltar la
importancia de la cita anterior, dado que, a pesar de haber transcurrido ya 25 siglos desde la
primer descripcion hecha por Hipocrates, ésta encaja con la definicion actual [Zilboorg, 1941,1944
en Avila, A., 1990], y para ejemplificarlo, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la
depresion se define como un trastorno mental frecuente, incapacitante [OMS, 2079],
caracterizado por tristeza, y/o irritabilidad y acompanado de cambios psicofisioldgicos como
perturbacion del sueno y apetito, retardo motor que puede ser observado en los movimientos
corporales o al hablar, disminucidén en el deseo sexual, pérdida de la capacidad para percibir
placer (anhedonia), llanto, y en sus estadios mas severos, como en el caso del desorden de
depresion mayor, pueden existir pensamientos suicidas, e incluso llegar hasta la muerte
[Belmaker, R.H., Agam, G., 2008], ya que, desde la visién del psiquiatra K. Schneider, la depresion
es un “hundimiento vital” [K. Schneider, 1920 en Aguirre, A. 2008] y por esta razon, “el depresivo
desea la muerte, como forma de poner fin a su sufrimiento.” [Alonso, F. 1988 citado en Aguirre, A.
2008].

La relevancia del estudio de esta enfermedad no s6lo se basa en la gravedad de los sintomas

que conlleva, sino por las cifras relacionadas a la cantidad de personas que la padecen, ya que,



acorde con la Organizacion Mundial de la Salud, se calcula que la depresiéon afecta a mas de
300 millones de personas en el mundo [OMS, 2019], es la principal causa mundial de
discapacidad y contribuye de forma importante a la carga mundial general de morbilidad, puesto
que en su estado mas grave, como ya se ha mencionado, puede llevar al suicidio [Belmaker,
R.H., Agam, G., 2008].

De acuerdo con el numero y la intensidad de los sintomas, los episodios depresivos pueden
clasificarse como leves, moderados o graves. Para los episodios depresivos de tipo leve, la
terapia psicoldgica suele ser suficiente como tratamiento, pero para episodios considerados

moderados o graves se requiere de la suma de terapias junto con la farmacoldgica (Fig. 7).

Uepresin

Moderada

Fig. 1. Clasificacion de Depresién de acuerdo
a su intensidad. El mapa conceptual muestra la
clasificacion de la depresion de acuerdo a su
intensidad y sintomas, asi como los tratamientos
generalmente usados para cada intensidad. [Mapa
propio basado en informacion de Garcia
J Higuera, J.A., 2013; Belmaker, R.H., Agam, G.,
2008; Feng, S., et al., 2012; Ontario Health
Technology Assessment Series, 2004]
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La depresidn es un desorden heterogéneo con una alta variabilidad en su curso, ya que existen
gran cantidad de factores de riesgo involucrados en el desarrollo de esta patologia donde
podemos incluir factores bioldgicos como el género, ya que se ha observado que la incidencia
de depresion es mayor en mujeres que en hombres [Olmedilla-Zafra, A., Ortega-Toro, E., 2008;
Lehtinen, M., 1994, Belmaker, R.H., Agam, G., 2008], teniendo al menos en Estados Unidos, mas

del 12 % de la poblacion en hombres y 20% aproximadamente de la poblacién en mujeres



[Belmaker, R.H., Agam, G., 2008]. De manera similar, en México la prevalencia corresponde a
10.4% en el caso de las mujeres y 5.4% en hombres, lo que corresponde a una proporciéon de
2:1 [Rafful, C. et al., 2012] , asi mismo, se encuentran involucrados factores genéticos, respuesta
neurobioldgica al estrés, alteraciones en la liberacion de neurotransmisores, asi como factores
psicologicos y sociales como por ejemplo la personalidad del sujeto, alguna experiencia vivida,
sucesos estresantes, género o bien condicidn socioeconémica como pobreza o incluso
violencia). Debido a la naturaleza compleja de la depresion, existen inconsistencias en la
respuesta a los tratamientos [Belmaker, R.H., Agam, G., 2008] y no todos los pacientes con esta
enfermedad responden favorablemente a los medicamentos [Feng et al.,2012] por esta razén

cientificos y clinicos se han dado a la tarea de buscar alternativas al tratamiento farmacoldgico.

Una alternativa terapéutica para la depresion mayor es la Estimulacion Magnética Transcraneal
repetitiva, (o EMTr) [Ontario Health Technology Assessment Series, 2004, Cui, M., et al., 2019], una
técnica no invasiva que permite la estimulacion cerebral y ha dado resultados en el trastorno
de depresion mayor, tanto como tratamiento unico como adyuvante [Philip, N., Carpenter, S. L.,
et al., 2015], aunado a esto, es una opcion que produce beneficios clinicos sin los efectos

adversos asociados con el tratamiento farmacolégico [Carpenter, L. L., et al., 2012].

Pero, a pesar de los hallazgos favorables con respecto a la EMTr, aun falta profundizar el
estudio de este tratamiento para conocer la mejor manera de aplicarlo y obtener resultados para

mejorar a largo plazo, la vida de los pacientes con este mal.

ANTECEDENTES

Depresion

Desde los afios 60°s la depresion ha sido denominada “desorden de depresion mayor’ de
acuerdo a los criterios encontrados en el Manual de diagnéstico y estadistica [DSMIV-2000]
dentro de los cuales se encuentran el estado de humor de tristeza, irritabilidad, baja autoestima,
sentimiento de desesperanza, falta de interés en general, culpabilidad, disminucién o aumento
de apetito, pérdida o0 aumento de peso, insomnio, o hipersomnia, sensacion de falta de energia,

fatiga, incremento de agitacion, anhedonia (incapacidad para percibir y sentir placer) y algunos



otros sintomas de tipo conductuales como son poco poder de concentracion e incluso,

pensamientos recurrentes de muerte y suicidio [Nestler, P., 2002]

Aunque varios estudios epidemiolégicos muestran entre un 40 y 50% de riesgo de padecer
depresion proviene de factores genéticos [Fava, M. y Kendler, K. S., 2000; Nestler E. J., et al., 2002]
también estan involucrados factores no genéticos en el desarrollo de este desorden mental,
tales como trauma emocional, infecciones virales, procesos al azar ocurridos durante el
desarrollo cerebral, incluso estrés, que se describe como una respuesta bioldgica ante una
agresion o estimulo peligroso [Selye, 1974; Rom & Reznick, 2016] y que es comunmente
relacionado con el desorden de depresion, no como unico factor necesario para provocarla,

pero si como uno que la acompafia frecuente [Nestler, P., 2002].

Como fue mencionado, de acuerdo al nimero de sintomas que se presenten y la duracion de
los mismos, la depresion se puede clasificar en leve, moderada y severa. En la depresion
moderada y la severa (esta ultima conocida como desorden de depresién mayor), es necesario
el uso de terapia farmacoldgica. Dentro de los farmacos de eleccion encontramos a los
antidepresivos triciclicos, que tienen su accion por medio de la inhibicion de la recaptura de la
serotonina y norepinefrina por sus transportadores y los inhibidores de la monoamina oxidasa

que su propio nombre explica su mecanismo de accion [Nestler, P., 2002].

Desafortunadamente no todos los pacientes bajo prescripcion de estos antidepresivos obtienen
los resultados deseados, aun con las dosis adecuadas y el tiempo adecuado de administracion

(que puede ser semanas 0 meses).

La depresion es un desorden que, dada su naturaleza heterogénea, debe estudiarse desde una
perspectiva ecosistémica (persona-medio), es por ello que no han sido dilucidadas todas las
razones por las que la terapéutica empleada en el desorden de depresion mayor no surte efecto
como se desea, ya que, hablando desde el punto de vista biologico, existen muchas regiones
cerebrales implicadas en la sintomatologia de esta enfermedad, esto se conoce gracias a
estudios de imagenologia cerebral in vivo, que han demostrado alteraciones en el flujo
sanguineo en areas del cerebro en pacientes con depresién como la corteza prefrontal, corteza
cingulada, estriado, amigdala e hipocampo entre otras [Drevets, 2001; Liotti, 2001], regiones que
también se han visto afectadas en estudios en pacientes con depresion mayor, realizados post
mortem [Zhu et al., 1999; Manji et al., 2001].



Uno de los circuitos involucrados en el desarrollo de la depresion es el sistema limbico
Hipotalamo-Hipodfisis-Adrenales (HPA por sus siglas en inglés). Este sistema, en donde se
integran aspectos emocionales, cognitivos y neuroendocrinos, media la respuesta al estrés
[Lucassen, et al., 2006]. La cadena de acciones que desempenfia este circuito es la siguiente: El
nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN) secreta Factor de liberacion de corticotropina
(CRF), este factor estimula a la hipdfisis que sintetiza y libera adrenocorticotropina (ACTH), esta
ultima estimulara a las adrenales para sintetizar y liberar cortisol en humanos, o bien
corticosterona en roedores (glucocorticoides o GC), generando cambios metabdlicos y en

consecuencia, cambios en el comportamiento de manera dramatica (Fig. 2)

i = Hippocaimous Fig. 2. Esquema de regulacion del Eje
Hippocampus — o HPA. [Tomado de Nestler, et al., 2002]
BRF  amyodals

Glucocorncokis
Dapmarmathasong ACTH

El eje HPA se controla por medio de varias estructuras cerebrales, dentro de éstas se encuentra
el hipocampo que inhibe al CRF hipotalamico. En particular los glucocorticoides (cortisol o
corticosterona), ejercen un poderoso efecto de feedback en el eje HPA, esto es, a menor
concentracion de glucocorticoides, mayor inhibicion hipocampal del eje HPA, al mismo tiempo,
aumentan procesos cognitivos ya que estimulan al Hipocampo. Por el contrario, cuando hay un
incremento de los glucocorticoides por arriba de la concentracion normal y por tiempo
prolongado (por ejemplo, en estrés crdnico) se genera dafio hipocampal, a consecuencia de la
excitotoxicidad que produce la hipercortisolemia en las neuronal piramidales del hipocampo, y
esto pasa por la hipersecrecion de cortisol, secundaria a una hipersecrecion de CRF



hipotalamico auto-mantenida por la hipofuncionalidad del hipocampo que ha sido dafiado a
causa de la hipercortisolemia y de la hiposensibilidad de los receptores a glucocorticoides (GR),
lo que explicaria la hiperactividad del eje HPA en la depresion, asi, con altos niveles de
glucocorticoides, el hipocampo no puede desempefiar correctamente su papel para inhibir al
eje HPA ocasionando a su vez una sobreproduccion de GC [Yang, et a al., 2015; Nestler, et al.,
2002; Duval, et al., 2010]. Se ha observado que en presencia de estrés cronico (como muchas
veces se presenta en el desorden de depresion) lo anterior causa una reduccion en las
ramificaciones de las dendritas y pérdida de espinas dendriticas secundarias de tipo mushroom
donde las neuronas reciben inputs sinapticos glutamatérgicos [McEwen, 2000; Sapolsky, 2000;
Nestler, 2002]. La hipercortisolemia que resulta del estrés, también reducen el nacimiento
(neurogénesis) de células granulares en el giro dentado del hipocampo adulto [Fuchs and Gould,
2000; Duval, at al., 2010]. Ya que el hipocampo esta relacionado con el sistema limbico y con la
formacion de memoria, cuando existe estrés crénico y depresion ocurre pérdida de capacidades
cognitivas, asi como alteraciones en el estado del animo, como consecuencia de la alteracion

en la neuroplasticidad hipocampica [Ramirez-Rodriguez, G., et al, 2011].

La neuroplasticidad, que se define como la habilidad del sistema nervioso a responder a
estimulos intrinsecos o extrinsecos por medio de la reorganizacion en su estructura, funcién y
conectividad [Cramer et al., 2011; Levy, et al., 2018], se ha visto afectada cuando existe depresion
ya que se ha observado en animales experimentales, que puede llevar a una atrofia en el
hipocampo [Pittenger & Duman, 2008; Sapolsky, 2000], esta atrofia ocasiona una interrupcion en
la conectividad hipocampal con la corteza prefrontal [Cao, et al., 2012]. De igual forma, se ha
observado que el estrés crénico causa atrofia en las dendritas de las neuronas piramidales en
CA3 del hipocampo [Magaririos et al., 1996]. Estudios como el de Bessa et al de 2009, apuntan a
que el efecto de los antidepresivos esta mas relacionado a la remodelacién dendritica y
contactos sinapticos (remodelacion neuronal), que a la neurogénesis, ya que al analizar cortes
coronales de cerebro de ratas, inmersos en solucién de Golgi-cox y observar el numero de
espinas dendriticas y su forma en el giro dentado del hipocampo, encontraron que,
curiosamente, aunque la densidad de espinas dendriticas no fue alterada con la administracion
de antidepresivos (CP 156,526, un antagonista del receptor de la hormona liberadora de
corticotropina tipo 1 y SSR 1494515, un antagonista del receptor de vasopresina de arginina
tipo 1b), si se observd un cambio en la relacién entre espinas tipo mushroom (capaces de crear

conexiones sinapticas) y espinas dendriticas delgadas, lo que sugiere la posibilidad de un



cambio en maduracion de las dendritas, es decir una modificacion en la conectividad sinaptica.
Otro hallazgo importante fue que los antidepresivos restauran las conexiones sinapticas y estos

ajustes ocurrieron independientemente del estado neurogénico [Bessa, et al., 2009].
Tratamiento de la depresion

Aunque los farmacos antidepresivos triciclicos y los antidepresivos que inhiben la recaptura de
serotonina han demostrado que pueden revertir los efectos causados por el estrés, para obtener
dichos efectos en necesario un tiempo prolongado de consumo de los mismos de entre dos a
cuatro semanas. Por el contrario, la Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva, un
tratamiento alternativo al farmacoldgico para la depresidon mayor, ha demostrado tener
resultados positivos en la clinica, ya que estudios han revelado, que esta terapia favorece
algunas etapas del proceso neurogénico en el hipocampo [Ueyama, E., et al., 2011; Ramirez-
Roqdriguez, G., et al, 2011] pero aun no es claro, si también podria generar cambios en la

remodelacion neuronal.

Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva (EMTr)

En el siglo XVIII, Galvani estimulé eléctricamente fibras musculares y nerviosas de
extremidades de ranas, sentando un antecedente de la posibilidad de que las fibras nerviosas,
y no solo las musculares como se pensaba, podrian transmitir electricidad [Piccolino, 2006], pero
fue hasta 1831, que Michael Faraday descubre el principio de induccién electromagnética dando
la oportunidad de usar campos magnéticos para generar corrientes eléctricas, que mas tarde
serian usados para estimular tejido nervioso [Janicak, P., Dokucu, M. E., 2015], asi, basado en el
principio de Faraday, en 1985, Barker y colaboradores disefiaron y construyeron el primer
estimulador electromagnético para uso humano [Janicak, P., Dokucu, M. E., 2015; Tunez Fifiana, |.,
Pascual Leone, A., 2014] que dara pie a la terapia conocida hoy en dia como estimulacion

magnética transcraneal (0 EMT por sus siglas en espaniol)

La EMT (TMS, por sus siglas en inglés) es una alternativa a la terapia farmacologica de la
depresion que, como ya se ha mencionado, se basa en el principio de induccion

electromagnética de Michael Faraday (1831). Es una técnica neurofisiolégica en la que, por
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medio de una bobina, se suministran pulsos electromagnéticos sobre la cabeza del sujeto, que
penetran a través de la piel y el craneo hasta llegar al cerebro induciendo a su vez, una corriente
eléctrica secundaria sobre las estructuras cerebrales que produciran potenciales de membrana
neuronales [Tunez Finana, I., Pascual Leone, A., 2014]. Esta tecnologia es considerada no
invasiva, y practicamente indolora, asi mismo, no incluye los efectos adversos que muchas
veces se presentan con los tratamientos farmacoldgicos ni efectos cognitivos adversos [Ttunez
FiAana, I., Pascual Leone, A., 2014, Carpenter, L. L., et al., 2012; Janicak, P., Dokucu, M. E., 2015].

Dentro de los usos que se la ha dado a esta técnica, tenemos los estudios de localizacion del
lenguaje y otros procesos cognitivos, los tratamientos para la enfermedad de Parkinson, y la
epilepsia, asi como tratamiento para desordenes psiquiatricos [Wassermann, E. M., 1998; Tiunez
Fifiana, ., Pascual Leone, A., 2014], que incluyen a la depresién mayor, que es una de las
enfermedades en las que se ha visto, esta técnica, en particular la EMTr (Estimulacion
Magnética Transcraneal repetitiva), que consiste en la aplicacién de trenes de pulsos, o bien, la
emision de pulsos repetidos sobre una misma area cerebral lo que permite estimular y modular
de forma sostenida la actividad en una zona en especifico de la corteza cerebral [Tunez Fifiana,
I., Pascual Leone, A., 2014; Klomjai, W. et al., 2015], a partir de diversas frecuencias, las mas
utilizadas para el tratamiento de la depresion mayor van entre los 5y 20 Hz. (5, 10, 15y 20 Hz)
[George et al., 2000; Magavi, L. R., et al., 2017; Wassermann, 1998; Armas-Castarieda et al., 2015;
Feng, S., et al., 2012]. Aunque es poco comun, existen estudios hechos con frecuencia a 5 Hz, y
en los mismos se ha encontrado evidencia de la eficacia del tratamiento aun con esta frecuencia
baja [Philip, N., Carpenter, S. L.., et al., 2015; Armas-Castafeda et al., 2015].

Efectos de la EMTr en el tratamiento del desorden de depresion mayor

Aunque no se sabe por completo el mecanismo por el cual la EMTr surte efecto en el tratamiento
del desorden de depresion mayor, estudios sugieren que su efecto esta relacionado con que
favorece la liberacion de neurotransmisores (por ejemplo, la disminucion del contenido de
dopamina en corteza frontal y aumento de la misma en el estriado e hipocampo) [Shachar
B.,1997; Lisanby, S.H., Belmaker, R.H., 2000; Strafella et al., 2001; Cho et al., 2012; Chervyakov, A. V.,
et al., 2015), tiene efectos de la neuroproteccién ya que por ejemplo, protege contra muerte
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neuronal inducida por isquemia transitoria, asi como tener efecto en el flujo sanguineo y el
metabolismo cerebral) [Fujiki et al., 2003; Ogiue-lkeda et al., 2005; Feng et al., 2008; Chervyakov, A.
V., et al., 2015] y produce efectos neurotréficos, en particular, favorece la sintesis del factor
neurotrofico derivado del cerebro, (BDNF por sus siglas en inglés). El BDNF es conocido por
tener funciones dentro de las que podemos incluir mejoras en la supervivencia neuronal luego
de dano cerebral, neurogénesis, migracion y diferenciacion neuronal, crecimiento de dendritas
y axones y formacién de sinapsis [Chervyakov, A. V., et al., 2015; Lisanby, S.H., Belmaker, R.H.,
2000; Muller et al., 2000]. Aunado a esto, se ha visto que tiene efectos en la plasticidad sinaptica
[Chervyakov, A. V., et al., 2015] que se manifiestan en cambios en la excitabilidad neuronal en el

balance ionico alrededor de la poblacion estimulada [Kuwabara et al., 2012].

Hallazgos realizados en el laboratorio de Neurogénesis del Instituto Nacional de Psiquiatria
Ramon de la Fuente Muiiz, sugieren que, las sesiones de EMTr a 5 Hz de frecuencia, con
intensidad de pulso de estimulacién del 100% en trenes de 2 segundos de duracién con 10
pulsos por tren, con un total de 30 trenes a un intervalo de 10 segundos entre cada tren dando
un total de 30 trenes o bien 300 pulsos por dia y administrados por 28 dias consecutivos (8,400
pulso en total) al ser aplicadas sobre la corteza prefrontal dorsolateral izquierda o LDLPFC por
sus siglas en inglés dado que en esta region cerebral se ha observado baja actividad durante
la depresion [Koenings & Grafman, 2009] esto en ratones de la cepa Balb C, previamente
expuestos a un paradigma de estrés cronico impredecible o ECI, que es un modelo de estrés
psicologico que sera explicado mas adelante, tienen impacto en la conducta de los ratones
estimulando el acicalamiento en la prueba de splash test, realizada para medir el
comportamiento de acicalamiento que se ve reducido en presencia de sintomas tipo depresivos
[Tanti, et al., 2012; Ducottet and Belzung, 2004] y reduciendo el tiempo de inmovilidad en la prueba
de nado forzado, prueba ampliamente usada para medir la desesperanza en sujetos con
depresion “[Lee, et al., 2017; Porsolt, et al., 1977] (Fig 3.a); asi mismo, se observd, por medio de
inmunohistoquimica por libre flotacion que se produce un aumento de la glia radial, la
proliferacion, las neuronas maduras y las fibras musgosas en el hipocampo (Fig. 3.b) lo que
sugiere un efecto pro-neurogénico dado por la EMTr, relacion parcialmente conocida y a su vez,
sugiere una relacion entre neurogénesis y un efecto a favor de disminuir la anhedonia, evaluada
a partir del splash taste, y reduccion en el estado de desesperanza, evaluado por medio de la

prueba de nado forzado [Meneses, 2018].
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Fig. 3. Efecto de las sesiones de EMTr a SHz de frecuencia en ratones previamente expuestos
a ECI. a) Observacion en la conducta. b) Neurogénesis. [Tomado de Meneses, D., 2018.En proceso)

Los efectos observados en el estudio anterior que la EMTr provoca (esto es, al término de la
aplicacién de las sesiones de tratamiento durante por lo menos 2 semanas o bien lo que se
conoce como tratamiento crénico), sugieren gran potencial terapéutico sobre la depresion
mayor [Janicak, P., Dokucu, M. E., 2015], pero en vista de que la depresion es un mal que puede
tener recaidas recurrentes, uno de los objetivos clinicos es que dichos efectos perduren mas
alla del periodo en que se aplica el tratamiento cronico, lamentablemente hay pocos estudios
en los que se evalua el efecto de largo plazo de la EMTr [Somani, A., 2019]. Por ejemplo,
O’Readon y colaboradores, aplicaron sesiones de mantenimiento, sobre la corteza prefrontal
dorso lateral izquierda (LDLPC, por sus siglas en inglés) de 10 adultos diagnosticados con
depresion mayor, que respondieron al tratamiento créonico con EMTr, con las siguientes
caracteristicas: umbral motor del 100% (o bien, UM por sus siglas en espanol, que se define
como la intensidad minima de poder de salida del estimulador, que puede producir un potencial
evocado motor o bien, una respuesta motora), con frecuencia de 10 Hz, en sesiones que
consistieron en 40 trenes de 5 segundos por tren, con intervalos de 25 segundos con un total
de 2000 pulsos por sesion, por un periodo entre los 6 meses y los 6 afios de duracion. Las
sesiones se suministraban en promedio 1 a 2 veces por semana. Como resultado obtuvieron
por medio de la escala de depresién de Hamilton (o HAMD17), a 7 de 10 pacientes con efectos

positivos para el tratamiento de depresion mayor que se sostuvo en 3 casos sin otro tipo de
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tratamiento por 9 meses a 5 aios [O'Readon, J. P., et al., 2005; Rachid, 2017]. Por su parte, Richieri
et al., 2013, aplicé sesiones de mantenimiento a pacientes con depresion resistente a farmacos
que respondieron al tratamiento cronico con EMTr administrado durante 6 semanas (5 sesiones
por semana). Los pacientes que respondieron favorablemente al tratamiento con EMTr (n=59),
fueron invitados al experimento donde 37 de los mismos recibieron sesiones de mantenimiento
(3 sesiones la primera semana, 2 sesiones la segunda y tercera semana, luego 1 sesion por
semana por dos semanas, posteriormente una sesién cada dos semanas por dos meses y, por
ultimo, 1 sesion por mes durante 2 meses, con las siguientes caracteristicas: Umbral motor al
120% en cada corteza prefrontal dorsolateral izquierda -LDLPFC-; frecuencia alta de 10Hz:
trenes de 5 s ; intervalo entre trenes de 25 s ; 2000 pulsos en total por sesidn. En corteza
prefrontal dorso lateral derecha-RDLPFC-; frecuencia de 1 Hz; trenes de 180 s; intervalo entre
trenes de 30 s; 720 pulsos por sesion). Los resultados de este estudio se muestran en la

siguiente figura (fig.4).

Pacientes que recibieron
tratamiento agudo de
EMTr por 6 semanas

(N=86)
I
I . . .
Fig. 4. Diagrama de flujo que muestra
31.4% de los paientes no 68.6% de los pacientes la distribucion y el nimero de
esbendeional eshondcrontal pacientes incluidos en este estudio. Se
tratamiento agudo con tratamiento agudo con .
EMTr EMTr muestra en los cuadros amarillos los
(n=27) (n=59) resultados en porcentaje, de recaida de
los pacientes que fueron sometidos a
| sesiones de mantenimiento (lado
izquierdo) y se compara con aquellos
Pacientes con sesiones . q . 1 i
Fuera del protocolo de de mantenimiento con Pauent_es sin sesiones de que no tuvieron sesiones de
estudio con sesiones de EMTr por 20 semanas mantenimientojcon EMTr mantenimiento (lado derecho).
mantenimiento = . . .
(n=37) =22 Diagrama modificado y traducido del

articulo de Richieri, R. et al., 2013.

37.8% de los pacientes 81.8% de los pacientes
con sesiones de sin sesiones de
mantenimiento con EMTr mantenimiento con EMTr
presentaron recaida presentaron recaida
(n=14) (n=18)
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Como se observa en el diagrama anterior, los resultados indican que el grupo con
mantenimiento, presenta un rango de recaida menor (37.8%) comparado con el grupo que no

recibié sesiones de mantenimiento (81.8%) [Richieri, R. et al., 2013,.

A diferencia de Richieri et al., 2013, Phillip y colaboradores realizaron un estudio en pacientes
con depresion de tipo recurrente con episodios de al menos 4 semanas de duracion, pero no
mas de 3 afos, que no tomaban antidepresivos. Fueron incluidos hombres y mujeres con edad
entre los 18 y los 70 afios con severidad moderada de sintomas como minimo y con por lo
menos 17 sintomas de 20 dentro de la escala de Hamilton para rango de depresiéon (HAMD17).
El estudio fue distribuido en 3 fases, una de deteccion previa al estudio que duré una semana,
la segunda que consistio en el tratamiento crénico de EMTr que se aplicé 5 dias de la semana
durante 6 semanas (dando un total de 30 sesiones), con las siguientes caracteristicas: umbral
motor a 120%; 10 pulsos por segundo; 3000 pulsos totales por sesion; y la tercera fase que
consistid en las sesiones de mantenimiento, suministradas una vez por mes con las mismas
caracteristicas que las sesiones de tratamiento cronico. Acorde con los resultados obtenidos en
dicho estudio, los investigadores concluyen que no hay diferencia significativa entre los
pacientes que tuvieron sesiones de mantenimiento y aquellos que no las tuvieron luego de un

periodo de tratamiento crénico con EMTr [Phillip, N., Dunner, D. L., et al. 2015] (fig. 5).

Resumen del puntaje total de HAM-D-17, rangos de pacientes que responden y los que no responden durante la fase de
mantenimiento.

Poblacién al azar Linea Base Semana 6 Semana 9 Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana
HAM-D- 17 Fin de tx £ 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53

EMTr
paulatina de
sesiones
N- grupo con 23 23 22 21 18 16 15 14 13 14 13 10 11 10
sesiones de EMTr

Pacientes que 22(95.7) 16(69.6) 16(69.6) 13(56.5) 12(52.2) 10(43.5) 10(43.5) 10(43.5) 11(78.6) 10(43.5) 9(39.1) 10(43.5) 10(43.5)
responden al tx

n (% de la N de linea

base)

Pacientes que 19(82.6) 12(52.2) 11(47.8) 9(39.1) 7(30.4) 5(21.7) 6(26.1) 6(26.1) 8(34.8) 7(30.4) 7(30.4) 7(30.4) 9(39.1)
remiten

n (%)

N-grupo en 26 26 24 21 18 16 14 10 8 8 7 8 7 6
observacion (sin

sesiones de EMTr)

Pacientes que 26(100) 19(73.1) 12(46.2) 11(42.4) 10(38.5) 10(38.5) 6(23.3) 5(19.2) 7(26.9) 4(15.4) 4(15.4) 6(23.1) 5(19.2)
responden al tx

n (% de la N de linea

base)

Pacientes que 23(88.5). 9(34.6) 5(19.2) 5(19.2) 7(26.9) 6(23.1) 2(7.7) 4(15.4) 4(15.4) 3(11.5) 4(15.4) 3(11.5) 4(15.4)

remiten
n (%)

Fig. 5. Resultados obtenidos a lo largo del estudio. Se muestra en la tabla el nimero y porcentaje de los pacientes que responden al tratamiento, y aquellos
que remiten con el tratamiento agudo y la fase de mantenimiento tanto para el grupo expuesto a EMTr (primeras 3 lineas), como para el grupo en observacion,
esto es, sin sesiones de mantenimiento, Unicamente con el tratamiento agudo con EMTr (Gltimas 3 lineas). Tomado y modificado de Phillip, N., Dunner, D. L.,
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Como se puede ver en la tabla de la figura 5, al término de la semana 53, que fue la ultima en
que se proporcionaron sesiones de mantenimiento (1 sesion por mes por 12 meses), 9 de los
10 sujetos que concluyeron el ensayo con sesiones de mantenimiento, remitieron. Por otro lado,
4 de los 6 sujeto que permanecieron en observacién, remitieron sin ayuda de las sesiones de
mantenimiento. La diferencia entre los dos grupos estudiados en el articulo de Phillip, muestran

una diferencia matematica, pero no presentan diferencia estadistica significativa.

Midiendo la probabilidad de retratamiento por recidiva en los pacientes en este estudio, se
realizd una curva de supervivencia de Kaplan-Meier, donde se compara la probabilidad de
supervivencia en el eje de las “y”, en una escala de 1 a 0 donde a mayor cercania a 0, es menor
probabilidad de requerir retratamiento, contra el tiempo medido en dias de retratamiento (eje de
las “x”). Como se puede observar, el grupo representado con la linea azul continua que es el
sometido a sesiones de mantenimiento, muestra un mayor tiempo en que se presenta la
necesidad de que los pacientes entren en retratamiento ya que se acerca mas a 0 a lo largo de
los dias, comparado con el grupo representado con la linea roja discontinua que corresponde a

los pacientes en observacion (fig. 6)

1.0
OBS ———

SCH

0.8 1

0.6 -
Probabilidad| de superviyencia

(-
0.4 - |

o i

e e e e

0.2 4

0.0 o

T T
0 100 200 300 400

Dias de retratamiento

Fig. 6. Curva de supervivencia para el tiempo en que se presente el primer retratamiento. Se muestra en la curva de Kaplan-Meier de supervivencia,
la diferencia entre el tiempo en que necesitan retratamiento los pacientes del grupo bajo sesiones de mantenimiento (Sch-linea azul continua) y el tiempo
requerido para retratamiento para los pacientes en observacion (OBS- linea roja discontinua). Tomado y traducido de Phillip, N., Dunner, D. L., et al.
2015.
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Sumado a esto, el mismo grupo de estudio del antecedente anterior [Phillip, N., Dunner, D. L., et
al. 2015], compararon el efecto que la EMTr a 5 Hz puede tener contra el efecto de la EMTr a 10
Hz de frecuencia y, de la misma forma que Su, T.P., et al., 2005, observaron que no hay
diferencia significativa en los resultados entre una frecuencia baja (5 Hz) y otra alta (10, 20 Hz)
aplicadas en la LDLPFC. Profundizando, Armas-Castafieda ha reportado no soélo los efectos
EMTr a 5 Hz en pacientes con diagnostico de depresion y ansiedad, sino la persistencia de
dicho efecto durante los tres meses siguientes (medidos con escala de Hamilton) luego de la
ultima sesion de tratamiento agudo con EMTr (5 Hz, 30 trenes, 100% de Umbral Motor) [Armas-
Castarieda, G., et al., 2015].

Gracias a los estudios realizados hasta el dia de hoy tenemos nociones de los beneficios de
largo plazo de la EMTr como tratamiento para la depresion mayor, en una modalidad de
mantenimiento minimo. Sin embargo, la informacion no llega a ser concluyente, lo cual puede
deberse a diversas diferencias entre los estudios como son, las frecuencias usadas, los
intervalos entre las sesiones o bien las caracteristicas de la aplicacion de las sesiones de EMTr
como se ejemplificé anteriormente. En el mismo sentido, los anteriores trabajos, al ser estudios
clinicos, tienen ciertas limitantes para poder profundizar en el conocimiento a nivel fisioldgico,
con este propdsito, algunos trabajos preclinicos han tratado de elucidar si los efectos benéficos
de la EMTr en la depresion, perduran o se pierden después de que cesa el tratamiento, entre
ellos se encuentra el trabajo publicado por Feng et al., en 2012 en el que usando 84 ratas de la
cepa Sprague-Dawley expuestas a ECI compararon el efecto a largo plazo de la EMTr con 15
Hz aplicada de manera cronica, con un pulso de intensidad de estimulacién del 100% del poder
maximo del estimulador, con trenes de 15 segundos de duracién, con 60 pulsos por tren a un
intervalo de 15 segundos entre cada tren y dando un total de 1000 pulsos por dia, distribuidos
en 17 trenes no sucesivos, aplicados por 21 dias consecutivos (21,000 pulsos en total); contra
el efecto a largo plazo de la venlafaxina (antidepresivo biciclico inhibidor débil, no selectivo, de
la recaptura de norepinefrina y serotonina, asi como inhibidor débil de la recaptura de dopamina,
indicado en el tratamiento de la depresion resistente a antidepresivos clasicos [Rodriguez-
Carranza, 2009]) disuelta en carboximetilcelulosa de sodio al 0,9% y administrada por via oral.
La comparacion fue realizada entre 7 grupos de 12 ratas cada uno: sham (sin ningun tratamiento
ni aplicacién de ECI), sham+rTMS (sin ECI pero con sesiones de EMTr a 15 Hz), sham+Ven
(Sin ECI, pero con tratamiento de venlafaxina), CUMS (ECI, por sus siglas en inglés), CUMS
+rTMS (ECI+ EMTr), CUMS+ven (ECl+venlafaxina), CUMS+rTMS+Ven
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(ECI+EMTr+venlafaxina); por medio de diversas pruebas, incluida la prueba de sacarosa para
definir operacionalmente la condicion de anhedonia. Previo a la prueba de sacarosa, las ratas
fueron sometidas a exposicion forzada a una solucién de sacarosa al 1% para eliminar neofobia
a la misma, esto por 48 horas. Luego, les presentaron 2 botellas a las ratas, una de ellas con
una solucién al 1% de sacarosa y la otra botella con agua, durante 24 horas. Durante la prueba,
se les dio a las ratas 2 botellas, una con agua y la otra con una solucién de sacarosa al 1%
durante 1 hora, la posicion de las botellas fue cambiada cada media hora (izquierda-derecha) y
al final de la prueba se midi6 la cantidad de agua y de solucién en las botellas, y se calcul6 el
indice de preferencia a la sacarosa como % de consumo de sacarosa entre la suma del
consumo de sacarosa y el consumo de agua (%preferencia de sacarosa= consumo de
sacarosa/ [consumo de sacarosa+consumo de agua]), esta prueba se realizé semanalmente.
La figura siguiente (Fig. 7), muestra el indice de preferencia de sacarosa de cada grupo a lo
largo de 8 semanas en presencia de ECI (que se aplico desde la semana de linea base-
baseline- hasta la semana 8). En la semana 2 observaron diferencias en el indice de preferencia
a sacarosa donde los grupos con ECI mostraron un menor indice con respecto a los grupos
sham. A partir de la semana 3 hasta la semana 6, se aplicaron los tratamientos de la forma
antes mencionada (EMTr, venlafaxina o combinados). Al término de la aplicaciéon de los
tratamientos, los grupos tratados aun en presencia de ECI, presentaron mayor indice de
preferencia a la sacarosa comparado con las semanas anteriores al tratamiento y con el grupo
que solo fue estresado y no se le aplicé tratamiento alguno (representado como CUMS en la
grafica). Dos semanas después de finalizados los tratamientos, a pesar de que se observo un
indice de preferencia a la sacarosa 15% menor que durante el tratamiento, se observé mayor
indice de preferencia a la sacarosa que el grupo CUMS (éste ultimo con un 15% de preferencia).
El indice de preferencia a la sacarosa, como se menciond anteriormente, es indicadora de
comportamiento anhedodnico, que es un sintoma caracteristico en el desorden de depresiéon
mayor, los resultados de este estudio mostraron que el tratamiento crénico de EMTr con 15 Hz
suprimen significativamente este comportamiento, ademas de que el efecto existe aun dos
semanas después de terminar el tratamiento sugiriendo un efecto tipo antidepresivo de la EMTT,

a largo plazo [Feng et al., 2012].
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Fig. 7. indice de preferencia de sacarosa. El grafico muestra los cambios en el indice de preferencia de sacarosa de cada grupo a lo largo de
8 semanas, de las cuales 3 semanas tuvieron tratamiento (EMTr, venlafaxina o combinados), de la semana 3 a la semana 6 y dos semanas mas
sin tratamiento (semana 7 y 8). El ECI se mantuvo durante las 8 semanas. *p<0.05 vs Sham; #p<0.05 vs ECI. Tomado de Feng et al., 2012.

Efectos similares se encontraron en la prueba de nado forzado realizada por este mismo grupo
de investigadores. Para esta prueba, colocaron a los ratones en un tanque con agua de 55 cm
de altura por 35 de diametro llenado con agua a 23 ° C y una profundidad de 15 cm, esto durante
5 minutos. El parametro de tiempo de inmovilidad, que se muestra en la figura 8, fue considerado
a partir de que tres de las extremidades de la rata estuvieran inmoviles y la cuarta extremidad
solo exhibiera movilidad minima. La prueba de nado forzado realizada en este estudio mostré
un comportamiento de inmovilidad mayor en los grupos expuestos a ECI (o0 CUMS como se
muestra en la figura), tanto en la sexta semana como en la octava semana, lo que indica un
comportamiento tipo depresivo acentuado en los grupos bajo ECI versus los grupos sham.
Como se observa en la grafica (Fig. 8), la EMTr y Venlafaxina no afectan el tiempo de inmovilidad
en los grupos Sham (sin tratamiento), pero ambos métodos disminuyen significativamente el
tiempo de inmovilidad en los grupos bajo ECI (p<0.05), ademas, se puede observar que la
combinacion de éstos, no tiene efecto adicional comparado con los grupos con los mismos
tratamientos aplicados por separado, lo que indica que tanto la EMTr como la venlafaxina son
terapias con efecto similar pero que no interaccionan si se aplican en conjunto. Relacionado a

la persistencia del efecto a lo largo del tiempo, en la semana 8 se registra que, a pesar de ya
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no estar bajo la EMTr, los que estuvieron en tratamiento tanto con venlafaxina como con EMTr,
mantienen su tiempo de inmovilidad por debajo del grupo bajo ECI sin tratamientos, lo que indica

que, en cuanto al efecto a largo plazo, la EMTr es similar a los resultados con venlafaxina.
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Sham CUMS

Fig. 8. Prueba de Nado forzado. Se muestra el tiempo de inmovilidad que presentan los diversos grupos de estudio (n=12
para cada grupo), en la sexta semana (barras blancas) y en la octava semana (barras negras). Los resultados se expresan en
error estandar de la media. #p<0.05 vs grupo Sham; *p<0.05 vs grupo CUMS. Tomado de Feng et al., 2012.

Los antecedentes antes expuestos muestran el panorama de la informacion relacionada con la
persistencia de los efectos de la EMTr y como aun esta informacién es limitada en aspectos
como la estandarizacién en protocolo de administracién, es decir, la frecuencia a usar, asi como
el numero de pulsos, la intensidad y el lapso en que deben ser aplicadas las sesiones, ya sea
como tratamiento crénico o bien, saber si es necesario el mantenimiento del tratamiento y, de
ser asi, por cuanto tiempo y de qué manera distribuir dichas sesiones, teniendo como obijetivo,
utilizar de la mejor manera esta técnica y asi aumentar la calidad de vida a largo plazo, de las
personas que padecen el trastorno de depresion mayor.
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JUSTIFICACION

Dado que la EMTr representa una buena alternativa para tratar la depresién y que es
ampliamente usada en la clinica, es pertinente aportar informacién acerca del plazo en el que
persiste su efecto antidepresivo, lo cual sera posible a través del estudio de los mecanismos
por medio de los cuales se logran dichos resultados, siendo la remodelacion dendritica, un
candidato a ser el fenomeno involucrado en los resultados a partir de la aplicacién de la EMTr,
por estar este fendbmeno involucrado en la neuroplasticidad que es una habilidad que se
encuentra afectada cuando existe un trastorno de depresion, lo que provoca alteraciones en la
conectividad entre el hipocampo y la corteza prefrontal, zonas relacionadas con la correcta

ejecucion de capacidades cognitivas y emocionales.

HIPOTESIS

El efecto antidepresivo de la aplicacion de sesiones de EMTr con frecuencia a 5 Hz a ratones
previamente expuestos a ECI, continla un mes después de haber cesado las sesiones de
tratamiento aplicadas de manera cronica (una sesion diaria de lunes a viernes durante 4
semanas), como consecuencia de la maduracion de las espinas dendriticas de las neuronas del

giro dentado del hipocampo.

OBJETIVOS

Generales:

e Evaluar si la EMTr a 5 Hz requiere de aplicaciones de mantenimiento para sostener su
efecto tipo antidepresivo.
e Determinar si el efecto tipo antidepresivo de la EMTr a 5 Hz tiene relacion con la maduracion

de las espinas dendriticas en el giro dentado del hipocampo.
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Particulares:

Verificar el efecto tipo antidepresivo de la EMTr a 5 Hz aplicado de manera croénica (5
sesiones por semana durante 4 semanas), en roedores expuestos previamente a ECI por
medio de la evolucion del comportamiento de autocuidado evaluado a partir del indice del
estado de pelaje (EP) y la comparacién de los grupos de estudio al evaluar la conducta de
desesperanza con la prueba de nado forzado (NF).

Evaluar la existencia de alteraciones motoras en los sujetos por la presencia de ECI o por
la aplicacion de EMTr con las pruebas de campo abierto y la prueba rotarod.

Evaluar la existencia de modificaciones en las espinas dendriticas de las neuronas del giro
dentado del hipocampo como consecuencia de la EMTr a 5 Hz una vez finalizado el
tratamiento crénico y las sesiones de mantenimiento (a las quince semanas de estudio) por
medio de la técnica de impregnacién de Golgi-Cox.

Evaluar si la persistencia del efecto tipo antidepresivo y las modificaciones en la
neuroplasticidad causadas por la EMTr a 5 Hz, reflejadas en la remodelacion dendritica,
requiere de sesiones de mantenimiento aplicadas durante un mes mas, luego de finalizado
el tratamiento (disminucion gradual del numero de sesiones semanales EMTr a 5 Hz durante

5 semanas luego del tratamiento crénico).
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MATERIAL Y METODOS

Diseiio experimental y animales de experimentacion

Para el desarrollo de este proyecto, se usaron ratones hembra de la cepa Balb/C, obtenidos del

Bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muhiz (INPRFM) con peso

promedio de 20 gramos, cuyo alojamiento fue separados por grupos, en cajas de policarbonato,

las cuales se colocaron en un cuarto a temperatura ambiente (25°C aproximadamente), con

ciclo invertido luz/oscuridad de 12 h (la luz se apaga a las 6 a.m. y se enciende a las 6 p.m.)y

acceso a agua y comida at libitum. La N corresponde a 35 ratones, distribuidos de manera

aleatoria en 5 grupos (n=7), (Fig. 9).

Grupo Estatus
del sujeto

1 Control

2 EMTr S/M

3 EMTr C/M

4 Sham
S/M

5 Sham
c/Mm

ECI

EMTx Mantenimiento Sujetos
(5Hz) por grupo
(n)
= . T
L . T
+ + T
Con . 7

exposicion
sin pulso

Con Exposicion 7
exposicion sin pulso
sin pulso

Fig. 9. Grupos experimentales. Cuadro representativo de los grupos experimentales para este proyecto. Grupo
1= Control (sin ECI ni a tratamiento); Grupo 2= EMTr 5Hz sin mantenimiento; Grupo 3= EMTr 5 Hz con
mantenimiento; Grupo 4= Sham sin mantenimiento; Grupo 5= Sham con mantenimiento.

23



Dado que la incidencia de la depresion es mayor en mujeres que en hombres (proporcion de
2:1), se decidio usar ratones hembra de la cepa Balb/C, con el objetivo de imitar en medida de
lo posible, a la poblacién mas afectada en humanos. Las ratonas fueron expuestas al protocolo
de ECI durante 15 semanas (de la semana 1 a la semana 15) previa aclimatacion durante una
semana considerada como la semana 0 (Fig. 10). Lo anterior permite establecer en los sujetos
de estudio conductas tipo depresivas para posteriormente poder analizar el efecto antidepresivo
que el tratamiento con EMTr a 5 Hz de frecuencia y sus sesiones correspondientes de
mantenimiento tiene sobre los grupos de estudio. Para este estudio, el ECI se aplicé desde la

semana 1 a la semana 5, e inmediatamente después se inicio el tratamiento con EMTr (5Hz).

Las sesiones de EMTr se aplicaron de acuerdo con el umbral motor que se determiné para cada
ratén antes de la primera aplicacién de EMTr y con las caracteristicas que seran explicadas en
el apartado “Aplicacion del tratamiento: Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva a 5 Hz”.
Una vez terminado el mes de tratamiento con EMTr a 5 Hz (de semana 5 a semana 9) se realizé
el primer set de pruebas conductuales (que a partir de ahora sera llamado Bateria 1 de pruebas
conductuales), para evaluar el estado conductual de los sujetos de estudio hasta ese momento
(rotarod, campo abierto y nado forzado, realizadas en ese orden para conservar la jerarquia de
menor a mayor impacto o esfuerzo para incrementar la habituacién y minimizar interferencias
entre las pruebas [You, et al., 2019]. El estado de pelaje también fue considerado y éste se midid
una vez por semana de manera ininterrumpida hasta finalizar la semana de las ultimas pruebas
conductuales (semana 15). Durante la bateria 1 de pruebas conductuales (semana 9 a 10) no

se colocaron estresores ya que las pruebas conductuales per se son un reto para los roedores.

Al término de la primera semana de aplicacion de las pruebas conductuales, se dieron las
sesiones de mantenimiento de EMTr a 5 Hz (con las mismas caracteristicas que las sesiones
de tratamiento, las cuales seran mencionadas mas adelante) durante 5 semanas mas (semana
10 a semana 15). Las sesiones de mantenimiento de la EMTr se aplicaron en presencia de ECI
de la siguiente manera: semana 10 a 11, cuatro sesiones (de lunes a jueves); semana 11 a 12,
tres sesiones (de lunes a miércoles); semana de 12 a 13, dos sesiones (lunes y martes); semana
13 a 14 y de 14 a 15, una sesion (lunes unicamente). Nuevamente, al finalizar el mes de las

sesiones de mantenimiento, se aplicé una nueva serie de pruebas conductuales a los cinco
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grupos de ratones (misma bateria que anterior, semana 15 a 16, llamada a partir de este
momento, bateria 2 de pruebas conductuales). Concluidas las pruebas conductuales, se

procedi6 al sacrificio de los ratones de los cinco grupos evaluados, para obtener muestras de
cerebro y sangre (Fig. 10).
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Fig. 10. Estrategia experimental. Linea de tiempo que indica los tiempos en los que se aplico el estrés cronico
impredecible, la EMTr y los momentos en los que se aplicaron las pruebas conductuales. También, se sefiala el momento

en el que se realiz6 la impregnacion de metales con la técnica de Golgi-Cox, para el desarrollo del presente proyecto.

Todos los procedimientos se llevaran a cabo de acuerdo a la Norma NOM-062-ZO0O-1999 y en
concordancia con lo establecido por el Comité de Etica del INPRFM.
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Protocolo de Estrés Cronico Impredecible (ECI)

El protocolo de ECI que se utiliza para este proyecto es una variacion de lo realizado por Willner
y colaboradores [Willner, P. et al., 1992], que es el protocolo original y del protocolo propuesto
por Vega-Rivera [Vega-Rivera, N. M., et al., 2016]. Este modelo de depresidén es ampliamente
usado debido a que cumple con el criterio de validez aparente, que se refiere a la existencia de
similitud con el fendmeno en humanos, entre lo que se observa en el trastorno y el procesos del
mismo; el criterio de validez predictiva, que se refiere a si un modelo discrimina o refleja de
manera eficiente los efectos que determinadas manipulaciones originan en condicion humana
y por ultimo, cumple con el criterio de validez de constructo, que se refiere a que el modelo
presente consistencia tedrica y mida aquello que se pretende medir o simular, en este caso para
simular la depresion [Escorihuela & Fernandez, 1998] y a partir de esto, poder evaluar el
tratamiento de EMTr con una frecuencia de 5 Hz, con sesiones de mantenimiento y sin ellas.
Para lograr lo anterior, los ratones fueron expuestos a 2 o 3 estresores por dia elegidos al azar

entre los propuestos en el siguiente cuadro (Fig. 11) y esto se repite durante 15 semanas.

Los estresores ocupados son los que se muestran en la siguiente figura (Fig. 171) con sus

respectivas horas de aplicacidén para cada uno.

v Dacuridad Continua
Y Caja con rotacion

¥ Ruido blanco

v"Caja inchinada a 45
“Cama maojada

Y Hacinamiento

Y Privacion de comida
¥ Olor a rata

¥ Luz estroboscopica
¥ Restriceion de movimiento
v Luz continua

v Frio (5°C)

3
1
]
a3
B
1

[
B3

= 00 == LA

Fig. 11. ECl-estresores. La tabla muestra los distintos estresores que pueden ser aplicados para el
establecimiento de las conductas tipo depresivas y el lapso de tiempo en que cada uno fue aplicado.
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Aplicacion del tratamiento: Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva a 5 Hz

La aplicacion de la EMTr a 5 Hz, se realiza empleando un estimulador Mag Pro R30 y una
bobina refrigerada para roedores con las siguientes caracteristicas de estimulacién: Intensidad
de pulso de estimulacion del 100% del poder maximo del estimulador, con trenes de duracion
de 2 segundos, 10 pulsos por tren, 30 trenes con intervalo entre cada tren de 10 segundos,
dando un total de 300 pulsos por dia [Armas-Castafieda, G. et al., 2015]. Previo al inicio de la
aplicacién de la EMTr, se determind el el umbral motor (UM) para obtener la intensidad de
exposicion de los estimulos adecuada para cada individuo. En el caso de los sujetos de este
proyecto, el UM se calcul6 entre 24 y 32%. La estimulacién comenzé a partir de la 5% semana
de haber sido iniciado el protocolo de ECI (Semana 5 en la linea de tiempo). La zona a estimular
es la corteza prefrontal izquierda, ya que se ha visto que su estimulacion con una frecuencia

baja (5 Hz) induce un efecto antidepresivo en ratones [Meneses, 2018-en proceso-], (Fig. 12).

a) b) c)

Fig. 12. Esquema de localizaciéon de la corteza prefrontal en ratén. Cerebro de raton con la localizacion aproximada de la Corteza
prefrontal izquierda — CPFI- y la Corteza prefrontal derecha — CPFD- (a). Localizacion de manera superficial de la corteza prefrontal
izquierda (b). Manipulacion del raton durante la estimulacion (c); Imdagenes tomadas y modificadas de: a)
http://www.diariorepublica.com/ciencia-y-tecnologia/cientficos-observan-cmo-el-cerebro-se-autolimpia-estudio-en-ratones-vivos; b)
http://www.nervenet.org/papers/cerebellum2000.html; ¢) Tomada en laboratorio de Neurogénesis de INPRFM.

En el caso de los grupos sham, la bobina se coloc6 en la misma ubicacion del craneo de los
ratones que en el caso de los ratones ‘estimulados, pero con el equipo apagado y para simular
lo mas parecido a cuando se estimula realmente, se usa una grabacién del sonido del
estimulador cuando esta en funcionamiento. Previo a la aplicacion de la EMTr, todos los ratones
fueron sometidos a un periodo de aclimatacién durante la toma de estado de pelaje, donde
fueron sostenidos de la misma manera que serian colocados en la bobina durante la
estimulacion o simulacion de la estimulacidn segun fuera el caso (grupos EMTr o grupos Sham

respectivamente)
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Evaluacion del estado de pelaje (EP)

A partir de la llegada de los ratones se registro el estado de pelaje (EP) de cada ratén una vez
por semana, iniciando a partir del término de la semana 0 y hasta el término de la semana 15,
posterior a la ultima sesion de pruebas conductuales. La medicidén del estado de pelaje consistid
en reportar un indice de las condiciones en que se encuentra el pelaje de cada sujeto, esto nos
ayudo a evaluar la calidad del autocuidado del raton y, en consecuencia, la motivacion que éste
poseia para acicalarse durante el tratamiento cronico y durante la aplicacién de las sesiones de
mantenimiento, ya que se ha visto que, el deterioro del estado de pelaje que se observa bajo
ECI, es contrarrestado con la administracion de antidepresivos [Nollet, et al., 2013]. Puesto que
la medicion del estado de pelaje posee componente subjetivo, éste se realizé a doble ciego y
con previo entrenamiento de los operadores para poder estandarizar las observaciones hechas

al pelaje de los ratones.

El indice de EP se realizé por medio de la asignacion de un valor entre 0 y 1, donde 0 se refiere
a autocuidado 6ptimo con pelaje limpio, suave, peinado y uniforme; 0.5, estado de pelaje
intermedio cuando se empiezan a observar algunas zonas con menos cantidad de pelaje, sucio
o despeinado; y 1, donde el estado es deplorable, se observan zonas amplias sin pelaje, con

mucha suciedad y despeinadas (Fig. 13).

Las mediciones se realizaron tomando en cuenta el estado de 7 zonas distintas del raton, las
cuales son cabeza, cuello, patas delanteras, espalda, patas traseras, cola y abdomen, a cada
una se le asigna un valor entre 0 y 1 pudiendo pasar por los decimales entre estos dos numeros
y se realiza la suma de los datos por individuo para sacar el indice correspondiente que como

maximo puede dar un puntaje de 7 [Nollet, et al., 2013] (Fig. 13).

EP=0

Fig. 13. Estado de Pelaje (EP). Imagenes de referencia donde se observa el estado en que se encuentra el aseo de los sujetos.
EP=0, foto tomada de sujeto de protocolo de investigacion propio. EP=0.5 y 1, tomados del articulo de Nollet et al 2013.
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Pruebas conductuales

Con el fin de analizar el efecto del tratamiento con EMTr a 5 Hz se realizaron pruebas

conductuales dentro de las que tenemos:

Rotarod:

La prueba de rotarod, es ampliamente usada para evaluar coordinacion motora en roedores
[Shiotsuki, et al., 2010], asi, por medio de esta prueba, en este trabajo se determind si existen
alteraciones en la motricidad de los roedores después del tratamiento.

El ratdn se coloco en una barra horizontal que gira sobre su propio eje [Hamidi, A., 2015. Tomado

de: https.//mazeengineers.com/maze-basics-rotarod-test-for-mice/]. En la primera fase, el roedor

permanecio por 5 minutos sobre el cilindro horizontal sin que éste se encontrara girando (fase
de aclimatacién). La segunda fase, realizada 5 minutos después de la primera fase, consistio
en colocar al raton sobre el mismo cilindro, pero esta vez, el cilindro se encontraba girando con
movimiento constante por 2 minutos. En la tercera fase el movimiento del cilindro se aceleraba
conforme el tiempo transcurria hasta que se completé el tiempo de la prueba o el ratén caia del
cilindro, el numero de revoluciones por minuto (o rpm) es individual y fue de 6 a 18 rpm,
dependiendo del tiempo de permanencia en el cilindro, ya que, a mayor tiempo, mayor
aceleracion resistio el ratdn. Este procedimiento se repitié en 3 sesiones con separacion de 15
minutos entre ellas, en las cuales se cuantificd el tiempo de permanencia sobre el cilindro en

movimiento acelerado y se comparo ese tiempo entre las 3 sesiones y entre los grupos (Fig. 14).

Fig. 14. Prueba de Rotarod en ratones.
La imagen ejemplifica la forma en que se
coloca el raton sobre el aparato de rotarod
al hacer la prueba. Se mide el tiempo de
permanencia en el rodillo miestras este
gira. La prueba ayuda a evaluar motricidad
del sujeto. Tomado de
https://mazeengineers.com/maze-basics-
rotarod-test-for-mice/ .
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Campo abierto:

Esta prueba fue complementaria al rotarod para descartar alteraciones en la motricidad. La
prueba consistio en exponer al raton a un ambiente desconocido del que no podia huir, pero a
su vez, por el que podia transitar libremente. En el presente trabajo la prueba se realiz6 de la
siguiente manera: se preparé una cama de aserrin limpio con una profundidad aproximada de
2 cm, sobre una caja de policarbonato de 44 cm de largo x 34 cm de ancho x 15 cm de altura.
Posterior a esto el ratdn se coloco en la caja y se grabd su comportamiento durante 5 minutos.
Para el analisis se uso el programa ANY-Maze de Stoelting, para ello fue necesario delimitar
cuadrantes sobre el campo abierto, que corresponde a la cama de aserrin sobre la caja, por
medio de una cuadricula dibujada con el mismo programa para conseguir 9 cuadrantes (8
correspondientes a periferia y 1 a centro). Por medio del programa, se cuantificé el nimero de
cruces entre el centro (cuadrante rojo en fig 15) y la periferia (cuadrantes azules), por medio de

la deteccidon de movimiento del ratdén sobre las lineas de los cuadrantes.

Fig. 15. Campo abierto. La imagen muestra a un raton recorriendo libremente el espacio donde se encuentra (izquierda). Esta prueba ayuda
a medir los cruces entre el centro (cuadrante rojo) y la periferia (cuadrantes azules) para evaluar el grado de motricidad de los ratones.
Tomado y modificado de: https:/psicologiaeficaznl.wordpress.com/2015/11/20/modelos- animales-en-psicologia-test-de-campo-abierto/.
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Nado forzado:

Esta prueba esta disefiada para evaluar la desesperanza en los sujetos de estudio
[Yankelevitch-Yahva, et al., 2015] y consiste en colocar al raton en un tanque de agua limpia y
templada durante seis minutos sin ningun sitio al que pueda escalar para salir del agua [Feng,
et al 2012] (Fig. 16). Los parametros que se midieron fueron la latencia al primer episodio de
inmovilidad, el tiempo de inmovilidad y el numero de ocasiones que el animal dejo de nadar
(Fig. 16).

Fig. 16. Nado forzado. Ejemplo de realizacion de la prueba de nado forzado con ratones. Los ratones se colocan en un recipiente con agua sin
posibilidad de salir de ella. Se mide el tiempo en que el raton lucha por seguir flotando. Ayuda a medir conducta de desesperanza. Tomado de:
https://docplayer.es/71446172-Comparacion-del-efecto-tipo-antidepresivo-de-fluoxetina-y-duloxetina-entre-ratas-macho-y-hembra.html.

En la figura 17 se enlistan las condiciones conductuales que mide cada test:

e Desempeiio

e Desempefio

motor

motor

e Coordinacion
motora

CAMPO ABIERTO
NADO FORZADO

Fig. 17. Pruebas conductuales. Cada prueba ayuda a medir distintos estados animicos y condiciones en las que se encuentra
psicologicamente el raton, para poder evaluar conductas tipo depresivas y a su vez efecto del tratamiento sobre el sujeto.
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Técnica de impregnacion de Golgi Cox

Al finalizar la semana 15, y una vez concluidas las pruebas conductuales, se procedi¢ a
sacrificar a los animales de experimentacion. El hemisferio izquierdo de 3 de los sujetos de cada

grupo, se utiliza para realizar la impregnacion con la técnica Golgi Cox (Fig. 18).

Golgi Cox

Fig. 18. Esquema de muestras recolectadas para técnica de Golgi Cox. De cada sujeto se tomo el hemisferio izquierdo para
realizacion de la técnica de impregnacion de Golgi Cox. Sélo 3 sujetos de cada grupo, siendo un total de 15 hemisferios izquierdos.

La técnica Golgi-Cox, es una variacion de la realizada por Golgi a la cual él mismo llamé
reaccion negra (reazione nera, en italiano). La técnica original se fundamenta en la formacion
de depdsitos opacos intracelulares de cromato argénico producidos como consecuencia de la
reaccion entre el bicromato de potasio y el nitrato de plata; la variacion conocida como Golgi-
Cox, consiste en la adicion de tetréxido de osmio al bicromato de potasio (método de Golgi
rapido), y la utilizacién de cloruro de mercurio en vez de nitrato de plata para obtener la
impregnacion con mercurio metalico, a esta impregnacion, Cox agregd cromato de potasio y
éste es el método conocido como método de Golgi-Cox [Torres-Fernandez, O., 2006]. En este
trabajo la técnica de impregnacion se realizé con el Kit FD Rapid GolgiStain™ de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Al finalizar la impregnacion, el tejido se seccioné en un microtomo
para obtener cortes sagitales de 150 micras de grosor y se seleccionaron los cortes que
presentaron secciones del hipocampo para poder visualizar el giro dentado del mismo.

Posteriormente, se cuantificaron espinas dendriticas presentes en las células granulares del
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giro dentado (Fig. 19a). Ademas, se realizo la clasificacion de las espinas dendriticas con base

en su grado de maduracion. Esta clasificacion permite establecer tres categorias: 1) stubby-

gruesas, 2) thin-delgadas o 3) mushroom-hongo (Fig. 19b).
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Fig. 19. Dendrita secundaria. a) Dendrita
secundaria de neurona ubicada en el giro
dentado del Hipocampo de raton hembra. b) se
pueden observar denditas de tipo Thin
(naranja), Stubby (amarilla) y mushroom (roja)
amplificacion, conteo en 10 micras

[Foto tomada para este proyecto a 100x]



Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados con el programa SigmaPlot. Las pruebas estadisticas
utilizadas fueron analisis de varianza (ANOVA) de una via o de dos vias dependiendo de los
parametros analizados. Las comparaciones multiples se realizaron aplicando la prueba post hoc

de Bonferroni estableciendo un valor de p < 0.05.

Se empled el ANOVA de una via en los datos de campo abierto, nado forzado y en la

cuantificacion de espinas dendriticas en 10 micras de neuronas del giro dentado del hipocampo.

Para el caso de los datos que se ajustaron a una distribucién normal, se utilizaron ANOVAs de
una via normales, y en el caso de los datos que no se ajustaron a una distribucion normal se

utilizaron ANOVAs de una via en rangos.

Por otro lado, se utiliz6 el ANOVA de dos vias en los casos donde se analizaron dos factores,
por ejemplo, se usé para analizar estadisticamente el efecto de la EMTr en la morfologia de las
espinas dendriticas (Factor A: tratamiento, Factor B: clasificacion); también se empled un
ANOVA de dos vias de medidas repetidas, en los analisis donde los datos se obtuvieron de los
mismos individuos pero en distintos momentos como fue en el caso de en la evaluacién del
estado de pelaje (Factor A: tratamiento y Factor B: tiempo) y en el andlisis del efecto de la EMTr

en la coordinacion motora en la prueba de Rotarod (Factor A: Tratamiento y Factor B: sesion).
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RESULTADOS

A continuacion, se presentan los datos obtenidos de las pruebas realizadas en este trabajo de

investigacion:

Efecto de la EMTr sobre la motricidad

evaluada en el rotarod y en el campo abierto

Inicialmente se descarté que la EMTr produjera alteraciones en la motricidad de los ratones en
todos los grupos (Fig. 20). El analisis de varianza de dos vias de medidas repetidas aplicada en
la bateria 1 (Fig. 20a) no reflejo la interaccion entre los factores tratamiento y sesion (F4,62)=0.37;
p=0.82) Y SOlo se observaron efectos principales en el factor sesion (F(z62)=4.7; p=0.031). Entre los
grupos se encontré que a lo largo de las sesiones independientemente del grupo existido un
mejoramiento en el desempeno de los animales entre la sesidon 1y 3 (p=0.029). Del mismo modo
que en la bateria 1 no se encontré interaccion entre los factores tratamiento X sesidn (F(s,89)=1.69;
p=0.12) en la bateria 2 (Fig. 20b). Este resultado indica que ni la aplicacién de constantes
estresores, ni la aplicacionn de EMTr a 5 Hz, ocasiona dafio motor en los animales de

experimentacion en este estudio.

a Rotarod b
) Bateria 1 ) R'm':"d
Bateria 2
3“ =
) Sham +ECI 3[,, ~+ SHAM CM + ECI
| : = EMTr+ECI l s | SHAM 54+ ECY
20 =+~ Conlrdl =l | . ~+ EMTRCM+EC
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E 3 -+ CONTROL
= 104 .i:;?A E 104
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Fig. 20. Prueba Rotarod. a) Bateria 1. Se observa diferencia significativa entre sesiones en todos los
grupos. b) Bateria 2. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos ni entre tratamiento.
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Ademas, los posibles efectos de la EMTr a nivel motor fueron evaluados en la prueba de campo
abierto (Fig. 21). El analisis de varianza de una via del numero de cruces reflejé6 cambios entre
el grupo control vs el grupo sham y vs el grupo EMTr, pero no entre los grupos sham y EMTr,
(F(2,32)=6.981; p=0.003; x=0.05) (Fig. 271a). El comportamiento que se encontré6 cuando se aplico la
prueba de campo abierto después de las sesiones de mantenimiento (Fig. 21b), no fue
significativamente diferente entre los grupos (H =4,643; d.f.=4; p=0.326), €s decir el numero de cruces
totales en cada grupo (control, Sham-SM, EMTr-SM, Sham-CM y EMTr-CM) no mostro
diferencias significativas al ser comparados entre ellos. Estos resultados confirman que la EMTr

no promueve cambios en la motricidad de los roedores.

a} Campo Ablerto h}
S— Cruces centro-periferia —
Bateria 1 Campo Abierto
Cruces centro-periferia
Bateria 2
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Fig. 21. Prueba de Campo Abierto. a) Numero de cruces centro-periferia. a) Bateria 1. El andlisis de una via en rangos no mostrdé cambios
estadisticamente significativos entre los grupos control, sham y EMTr. b) Numero de cruces centro periferia. Bateria 2. Al igual en la primera
aplicacion del campo abierto, el analisis realizado al finalizar las sesiones de mantenimiento no mostro diferencias estadisticamente significativas.
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Efecto de la EMTr sobre la condicion del pelaje (auto cuidado)

En la figura 22 se muestran las mediciones semanales del estado de pelaje que refleja el
autocuidado a lo largo de las 15 semanas del protocolo de investigacion. La primera semana
correspondio al tiempo de aclimatacion para los sujetos de estudio, es decir, el periodo en el
que los ratones se adaptaron al lugar donde estaran alojados durante la realizacién de este
proyecto. En la primera etapa que durd de la semana 1 a la semana 9 se tuvieron tres grupos
que fueron el grupo control (Ctrl-linea azul), estimulado (EMTr- linea rosa) y simulado de EMTr
(Sham-linea verde). En la semana 1 inicio el protocolo de ECI y de acuerdo con los datos
arrojados por el estado de pelaje, fue en la semana 5 donde los grupos expuestos a ECI (EMTr-
rosa y Sham-verde) presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control no
estresado (+p=0.001). Es decir, los grupos expuestos a EClI mostraron mayor deterioro en el
estado del pelaje que indica pérdida de la motivacién y por tanto sugiere una conducta de tipo
depresiva, por esta razon, la semana 5 fue elegida para el inicio del tratamiento con EMTr a 5
Hz.

A lo largo de las semanas 6 a 8 no observamos diferencias entre el grupo tratado con EMTr y
el grupo Sham, aunque el deterioro en el pelaje de estos grupos fue notorio en comparacién
con el grupo Control (»p=0.001). Sin embargo, en la semana 9 se observd que los roedores
tratados con EMTr a 5 Hz disminuyeron el deterioro del pelaje en comparacion con el grupo
Sham (+p=0.001). El analisis de varianza de dos vias de medidas repetidas reflejo la interaccidn
entre los factores tratamiento X semana (r(18,209)=29.26; p<0.001). Este resultado indicé que la EMTr

a 5 Hz revirtié el efecto del ECI sobre la alteracion en el autocuidado.

A partir de la semana 10 se formaron 5 grupos para evaluar que el efecto de la EMTr sigue
presente sobre el autocuidado, asi como la necesidad de la aplicacion de sesiones de EMTr
para mantener su efecto tipo antidepresivo. En la semana 10 se empezaron las sesiones de
mantenimiento que fueron disminuyendo paulatinamente siendo 4 sesiones en la primera
semana, mientras que 3, 2, 1 y 1 sesiones de EMTr se aplicaron en las semanas 11 a la 15,
respetivamente). Como se observa en la figura 22, El andlisis de varianza de dos vias de
medidas repetidas reflejo la interaccion entre los factores tratamiento X semana (F(20,207)=4.37;

p<0.001).
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El estado del pelaje al inicio de la semana 10 indicé que los animales correspondientes al grupo
Sham que fueron asignados aleatoriamente y que no fueron expuestos al estimulador (Sham-
SM) o bien aquellos animales que si fueron expuestos al estimulador apagado (Sham-CM)
durante las semanas 10 a la 15, mantenian un mayor deterioro en el pelaje en comparacién con
los roedores del grupo control y con los roedores asignados a los grupos EMTr que no recibirian
sesiones de mantenimiento (EMTr-SM), de igual forma, con los roedores que si recibirian
sesiones de mantenimiento (EMTr-CM), (en todas las comparaciones p<0.05), sin observarse
diferencias entre los grupos EMTr. Un comportamiento similar al anterior se observo en la
semana 12 y 13. Sin embargo, en la semana 13 se encontrd disminucion en la alteracién del
estado del pelaje en el grupo EMTr-CM en comparacién con el grupo EMTr-SM (p=0.006) aunque
esta diferencia no se mantuvo en la semana 14, en la semana 15 se encontré el mejoramiento
en el estado del pelaje que fue mas notorio en el grupo EMTr-CM que en el grupo EMTr-SM
(p=0.049). Estos resultados sugieren que las sesiones de mantenimiento favorecen la mejora en
el estado del pelaje de ratones expuestos a ECI.

Periodo de Seslones
de mantenimiento
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Fig. 22. Grafica temporal del Estado de pelaje. En la figura se muestra la determinacion semanal del estado de pelaje. En la primera parte de la
grafica (lado izquierdo) se muestra el estado del pelaje de la semana 1 a la 5 en las que se determin6 el efecto del estrés cronico impredecible sobre
el deterioro del pelaje. En la parte media de la grafica se observa el periodo en el que se aplico el tratamiento de la semana 6 a la semana 10 y en la
parte del lado derecho se muestra el tiempo en el que se aplicaron las sesiones de mantenimiento Grupo Control representado con linea azul, Sham
sin mantenimiento (Sham SM) corresponde a la linea verde, Estimulado sin mantenimiento (EMTr SM) se observa en rojo, Sham con mantenimiento
(Sham CM) es representado con linea color negro y el Estimulado con mantenimiento (EMTr CM) se puede observar con la linea morada.
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Efecto de la EMTr sobre la desesperanza evaluada en el nado forzado

A partir de la prueba de nado forzado se evaluaron la latencia al primer episodio de inmovilidad
(Fig. 23), frecuencia de eventos de inmovilidad (Fig. 24) y tiempo de inmovilidad (Fig. 25). El
analisis de los parametros del nado forzado revelaron que el grupo expuesto a ECI mostré una
menor latencia para presentar el primer evento de inmovilidad (p<0.001), una mayor frecuencia de
episodios de inmovilidad (p<0.001) y un mayor tiempo de inmovilidad (p<0.001) en comparacion con
el grupo control (F(z,34)=34.30; p<0.001; F(2,34)=17.49; p<0.001; F(2,34)=16.55; p<0.001; respectivamente). Ademas,
en el grupo EMTr disminuyeron los efectos del ECI en los tres parametros evaluados (p<0.001,
p<0.001, p<0.001; respectivamente). Estos resultados indican que la EMTr revierte la conducta de

desesperanza ocasionada por el ECI.

Por otra parte, la evaluacion de los animales en la segunda bateria aplicada después de las
sesiones de mantenimiento reflej6 que los ratones del grupo Sham-SM presentaron menor
latencia al primer episodio de inmovilidad (p=0.006), mayor frecuencia de episodios de inmovilidad
(p=0.028) y un mayor tiempo de inmovilidad (p=0.008) que los ratones del grupo EMTr-SM. Respecto
a los ratones que recibieron las sesiones de mantenimiento de EMTr a 5 Hz se observd una
latencia mayor al primer evento de inmovilidad (p<0.001), menor frecuencia en el niumero de
episodios de inmovilidad (p<0.001) y menor tiempo de inmovilidad, aunque este ultimo no fue

estadisticamente significativo (p=0.06) en comparacién con el grupo Sham-CM.

La comparacion entre los grupos Sham indicé que no existen diferencias estadisticamente
significativas en los parametros evaluados en la prueba de nado forzado. Mientras que la
comparacion de los grupos EMTr mostré que, en el parametro de la frecuencia de eventos de
inmovilidad, el grupo EMTr-SM presentd una frecuencia mayor que la observada en el grupo
EMTr-CM (p=0.033). En los parametros de la latencia al primer evento de inmovilidad y en el
tiempo de inmovilidad se encontré un aumento en la latencia y una disminucion en el tiempo de
inmovilidad en el grupo EMTr-CM que en el grupo EMTr-SM, aunque la comparacién estadistica
no indicd un cambio significativo entre esos grupos (latencia: F,33)=12.78; p<0.001; frecuencia:

F(4,33)=11.31; p<0.001; tiempO: F(4,33)=9.82; p<0.001).

En conjunto los resultados confirman que la EMTr a 5Hz produce un efecto tipo antidepresivo

al disminuir la desesperanza en roedores que fueron expuestos al ECI. Ademas, los resultaos
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indican que el efecto de la EMTr a 5 Hz mantiene su efecto tipo antidepresivo cinco semanas
después de que cesaron las sesiones de estimulacion y que las sesiones de mantenimiento
mejoran el efecto tipo antidepresivo de la EMTr a 5 Hz, de manera significativa en la frecuencia

del numero de eventos que reflejan desesperanza.
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Fig. 23. Prueba Nado forzado. Latencia del primer episodio de inmovilidad. a) Bateria 1, se observan diferencias significativas entre
el grupo EMTr y su Sham b) Bateria 2, se observa una mayor latencia de los grupos EMTr SM y CM con respecto a sus grupos Sham.
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Fig. 24. Prueba Nado forzado. Frecuencia de episodios de inmovilidad. a) Bateria 1, se observan diferencias significativas entre el
grupo EMTr y su Sham b) Bateria 2, se observa una menor frecuencia de los grupos EMTr SM y CM con respecto a sus grupos Sham.
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Fig. 25. Prueba Nado forzado. Tiempo total de inmovilidad. a) Bateria 1, se observan diferencias significativas entre el grupo EMTr
y su Sham b) Bateria 2, se observa un menor tiempo de inmovilidad de los grupos EMTr SM y CM con respecto a sus grupos Sham.

Efecto de la EMTr sobre las espinas dendriticas de las células granulares del giro

dentado del hipocampo después de las sesiones de mantenimiento

Uno de los aspectos que pueden ser blanco de la EMTr es la modulacion de la neuroplasticidad
y uno de los eventos de este proceso es la modificacion en el numero de las espinas dendriticas,
asi como su maduracion [Ramirez-Rodriguez, et al., 2014]. El nimero de espinas dendriticas en
el grupo Sham-SM disminuyé en comparacion con el grupo control (p<0.001), un efecto similar se
observé en el grupo EMTr-SM (p=0.009) mientras que en los grupos Sham-CM y EMTr-CM el
numero de espinas dendriticas no fue diferente al grupo control. En cuanto al nUmero de espinas
en los grupos Sham-SM o Sham-CM en comparacion con los grupos EMTr-SM o EMTr-CM no
fue estadisticamente diferente, aunque el numero de espinas en el grupo EMTr-CM fue mayor
que el numero encontrado en el grupo EMTr-SM (p=0.026), revirtiendo el efecto del ECI sobre las
espinas dendriticas. Un efecto similar se observd en la comparacién de los grupos Sham-CM
versus Sham-SM (p=0.011) (F(4,14)=18.67; p<0.001) (Fig. 26).
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Considerando que las espinas dendriticas siguen un proceso dinamico en su formacion vy
maduracion se cuantificd el numero de espinas de acuerdo con su estadio de maduracion (thin
o delgadas, stubby o gruesas, y mushroom o tipo hongo) (Fig.27).

El analisis de varianza de dos vias indicé que existe una interaccion entre los factores
tratamiento y tipo de espinas (F(s44)=8.06; p<0.001). El nUmero de espinas de la categoria gruesa
mostré una disminucion estadisticamente significativa en el grupo Sham-SM (p=0.034)., mientras
que los roedores de los grupos EMTr-SM y EMTr-CM mostraron un mayor numero de espinas
dendriticas que los grupos Sham-SM y Sham-CM, aunque no fueron estadisticamente
diferentes. En cambio, el nUmero de espinas dendriticas de la categoria delgada disminuyé en
los grupos Sham-SM (p<0.001) y EMTr-SM (p<0.001) en comparacion con el grupo control. Mientras
que el numero de espinas dendriticas delgadas aument6 significativamente en los grupos
Sham-CM (p<0.001) y EMTr-CM (p<0.001) en comparacion con los grupos Sham-SM y EMTr-CM,
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respectivamente. Ademas, el numero de espinas delgadas en el grupo Sham-CM aument6 en
comparaciéon con el grupo EMTr-CM (p=0.009).

Finalmente, la comparacioén del numero de espinas tipo hongo de los grupos Sham-SM, EMTr-
SM, Sham-CM y EMTr-CM no fue estadisticamente diferente en comparacion con el grupo
control, pero el numero de espinas tipo hongo en el grupo que recibié las sesiones de
mantenimiento de la EMTr mostré un mayor numero que el grupo Sham-CM (p<0.001). Un efecto
similar fue el observado al realizar la comparacion entre los grupos EMTr-CM versus EMTr-SM
(p=0.059). (Fig.27)
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Fig. 27. Analisis de datos obtenidos del Golgi Cox. Nimero de espinas segliin su morfologia en cada grupo.
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DISCUSION

En este trabajo de tesis se estudio la persistencia de los efectos tipo antidepresivos de la EMTr
a 5 Hz en roedores expuestos a estrés cronico impredecible. Ademas, se determind si era
necesario o no la aplicacion de sesiones de mantenimiento para mantener el efecto tipo
antidepresivo de la EMTr a 5 Hz en roedores expuestos a ECI. Los resultados confirmaron que
el protocolo de estrés cronico utilizado en ratones produjo conductas tipo depresivas que fueron
revertidlas por la EMTr. Ademas, se encontré que la EMTr con sesiones de mantenimiento
mejoran el auto cuidado de las ratonas y disminuyen algunos parametros relacionados con la
depresion en la prueba de nado forzado en comparacién con los roedores que recibieron EMTr
sin sesiones de mantenimiento. También, en este trabajo se encontré que el grupo que recibid
las sesiones de mantenimiento después de la intervencidn cronica presenté un mayor numero
de espinas dendriticas maduras a diferencia de las observadas en el grupo tratado con EMTry

que no recibio las sesiones de mantenimiento.

La EMTr a 5 Hz produce efectos tipo antidepresivos que se sostienen.

Mantenimiento mejora efecto

La depresion es un trastorno neuropsiquiatrico multifactorial lo que hace complejo el tratamiento
ya que no todos los pacientes responden a la intervencion farmacologica [Olmedilla-Zafra, A.,
Ortega-Toro, E., 2008; Lehtinen, M., 1994; Belmaker, R.H., Agam, G., 2008], de tal modo que entre
las intervenciones que han ganado atencion se encuentra la estimulacion magnética
transcraneal repetitiva [Cui, M., et al., 2019]. Esta técnica ha mostrado beneficios ya sea como
tratamiento unico o como adyuvante al tratamiento farmacoldgico [Philip, N., Carpenter, S. L., et
al., 2015]. En este trabajo se aplicd la EMTr a una frecuencia de 5Hz de acuerdo con el trabajo
de Armas-Castaneda y colaboradores [Armas-Castafieada et al., 2015] y lo que encontramos fue
que en ratones expuestos a ECI, la EMTr revirtio las alteraciones en el autocuidado y este efecto
se mantuvo después de que ceso la EMTr. Estos resultados son similares con lo reportado por
Tanti et al. 2012 donde usaron Fluoxetina como tratamiento antidepresivo, el grupo bajo ECI sin
tratamiento obtuvo también un mayor indice de estado de pelaje con respecto al grupo bajo
tratamiento con Fluoxetina y con respecto a su grupo control [Tanti et al 2012]. Sin embargo,

44



estudios previos han mostrado que la EMTr aplicada a una frecuencia de 15 Hz mantiene sus
efectos de tipo antidepresivo, en la prueba de consumo de sacarosa, tres semanas después
de que las sesiones cesaron [Feng, S., et al., 2012]. Nosotros observamos ese efecto cinco
semanas después de que cesé la EMTr en animales que siguieron siendo expuestos al ECI.
De manera similar, la disminucion en la desesperanza provocada por la EMTr a 15 Hz también
fue observada en el estudio de Feng y colaboradores [Feng, S., et al., 2012]. Respecto al grupo
que recibio las sesiones de mantenimiento de la EMTr a 5 Hz se observé que mejoraron su
autocuidado con respecto a los animales Sham-CM. Ademas, en los parametros que permite
evaluar la prueba de nado forzado aqui se encontré que existe una latencia mayor al primer
evento de inmovilidad, una reduccién en el numero de eventos de desesperanza y una
disminucién en la inmovilidad. Estudios clinicos han aportado informacion de los beneficios de
aplicar sesiones de mantenimiento. Por ejemplo, Richieri y colaboradores encontraron que los
participantes con diagndstico de depresion mayor que recibieron las sesiones de mantenimiento
mostraron un menor rango de recaida comparado con aquellos participantes que no recibieron
las sesiones de mantenimiento [Richieri, R. et al., 2013;. Sin embargo, Philip y colaboradores no
encontraron beneficios de las sesiones de mantenimiento en participantes con diagndstico de

trastorno depresivo mayor [Phillip, N., Dunner, D. L., et al. 2015].

Es importante mencionar que existen diferencias entre los estudios mencionados tanto en la
frecuencia aplicada, en las condiciones de aplicacion y en el numero de sesiones de
mantenimiento. En el estudio de Richieri las sesiones de mantenimiento fueron 3 sesiones la
primera semana, 2 sesiones la segunda y tercera semana, luego 1 sesion por semana por dos
semanas, posteriormente una sesién cada dos semanas por dos meses y, por ultimo, 1 sesion
por mes durante 2 meses [Richieri, R. et al., 2013]. En el caso del estudio de Philip, los

investigadores aplicaron una sola sesion por mes [Phillip, N., Dunner, D. L., et al. 2015].

En el presente estudio, decidimos aplicar sesiones de mantenimiento que fueron disminuyendo
gradualmente (aplicadas de la semana 10 a 11, cuatro sesiones -lunes a jueves-; semana 11 a
12, tres sesiones -lunes a miércoles-; semana de 12 a 13, dos sesiones -lunes y martes-;
semana 13 a 14 y de 14 a 15, una sesion -lunes unicamente-). Este esquema nos ha permitido
ver la importancia de las sesiones de mantenimiento de la EMTr para mejorar el efecto tipo

antidepresivo.
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La EMTr a 5 Hy favorece la maduracion de las espinas dendriticas en las células

granulares del giro dentado del hipocampo

A la fecha no se conocen los mecanismos a través de los cuales la EMTr produce sus efectos
tipo antidepresivos. Uno de los posibles mecanismos es la formacion y maduracion de espinas
dendriticas. Aqui encontramos que la EMTr a 5 Hz favorece la maduracién de las espinas
dendriticas cuando la EMTr se aplica en las sesiones de mantenimiento, efecto que no
observamos en los grupos de EMTr sin sesiones de mantenimiento con respecto al grupo Sham
sin matenimiento. Estas observaciones permiten establecer dos posibilidades que requieren ser
demostradas en estudios adicionales. La primera es que al ser la formacién de espinas
dendriticas un proceso dinamico entonces estemos perdiendo la posibilidad de ver los efectos
positivos provocados por la EMTr antes de otorgar las sesiones de mantenimiento, o bien que
existan otros eventos plasticos que sean modulados por la EMTr para inducir o mantener o
mejorar el efecto tipo antidepresivo. En el primer caso, observaciones de nuestro grupo de
trabajo han mostrado que tanto el numero como la maduracién de las espinas dendriticas en el
giro dentado del hipocampo se favorecen por la EMTr a 5 Hz después de cuatro semanas de
tratamiento [Meneses-San Juan. En preparaciéon 2020a]. Sin embargo, otro de los posibles
mecanismos de la EMTr a nivel celular es la generacién de nuevas neuronas [Meneses et al., En
preparacion 2020b]. Se ha demostrado que el incremento del numero de neuronas de nueva
generacion esta relacionado con un mejor desemperio de los roedores cuando se exponen a
ECI [Vega-Rivera et al. 2016]. Por lo tanto, es posible que los efectos de la EMTr SM se
produzcan a nivel de generacion de nuevas neuronas. No se pueden descartar otro tipo de
mecanismos celulares sobre todo porque en el nicho neurogénico coexisten diferentes estirpes
celulares todas importantes para revertir los efectos del ECI. Una de las limitaciones de este
estudio es que solo se analizaron los cambios en las espinas dendriticas y se considera
necesario determinar la capacidad de la EMTr a 5 Hz para poder favorecer la neurogénesis
tanto en un tratamiento inicial crénico, como en las sesiones de mantenimiento. Esta ultima

interrogante merece ser estudiada en un proyecto adicional que se encuentra en curso.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que los efectos tipo antidepresivos
de la EMTr a 5 HZ en ratones expuestos a ECI persisten después del cese del tratamiento
crénico aun en presencia del ECI. Ademas, las sesiones de mantenimiento de la EMTr a 5 Hz
mejoran el desempefio de los roedores al disminuir las conductas tipo depresivas provocadas
por el ECI. Finalmente, el estudio de los mecanismos que subyace al efecto tipo antidepresivo
de la EMTr a 5 Hz es necesario para entender sus efectos benéficos que pueden estar
relacionados no sélo con modificaciones en la neurogénesis, sino también con la maduracion

de las espinas dendriticas.

TABLAS COMPARATIVAS DE RESULTADOS

En la siguiente pagina, se muestra un resumen de los resultados obtenidos en las pruebas
conductuales (TABLA. 1) y por medio de lo observado con la Técnica de Golgi-Cox (TABLA. 2).
De manera similar, se muestra una comparacion entre los resultados conductuales y el numero
de espinas dendriticas secundarias maduras (tipo mushroom) observadas en al microscopio
(TABLA. 2).
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coordinacion cilindro en rotacion (entre grupos ni entre sesiones) motor ni por ECI ni por EMTr 5 Hz
motora
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» EMTr CM similar estado de pelaje que Ctrl después de terminar el
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\EL [} =
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< Latencia de » Mayor L.I&n grupos estimulados vs grupos simulados » La EMTr 5 Hz tiene efecto tipo
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9 de desesperanza
< Frecuencia de » Menor F.Igen grupos estimulados vs grupos Sham » Efecto perdura un mes después
Desesperanza inmovilidad (F.l.) » Menor frq%uencia en EMTr Cm vs EMTr SM de terminar el tratamiento
2 aplicado diariamente.
< Tiempo total de » Menor T.‘EJ. en grupos estimulados vs grupos Sham » Las sesiones de mantenimiento
inmovilidad (T.T.I.) > Menor T.El. en EMTr CM vs EMTr SM mejoran  la  condicién  de
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grupo en ausencia de sesiones de
mantenimiento.
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Conductas vs Porcentaje de espinas
funcionales en cada grupo

Grupa, Espinas tipo hongof Resultados conductuales Resulta dos conductuales Resultados
Tratamiento funcionales [Estado de Pelaje) [MNado forzada) conductuales
(Porcenta je) Rotarod

campo abierto

Control indice de estado de pelaje [EF) por debajo de todos los Latencia de inmovilided mayor que grupos Sham, pero menor que
Erupos estimulados excepto en |a semana 15 donde el EMTr Erupos estimulados.
CM alcanza el indice del grupo Control. - Frecuencia de episodios de inmovilidad a la par de grupo EMTr SM v
‘mayor que en EMTr CM. A suvez, frecuencia menor vs ambos grupos No s obtuvieron
Sham. resultados
*  Tiempo total de inmovilidad menor que gruposSham, pero mayor que  Estadisticaments
ambos grupos estimulados. significativas, sole
Sham SM 25 indice de EF en semana 15 por arriba de los grupos e Latenciade inmovilidad menar que grupos estimuladosy Control, diferencias
estimulados y del grupo Control, pero por debajo del grupo pero ligeramente mayor que Sham CM matematicas que
Sham CM. #  Frecuencia de episodios de inmovilidad mayor que ambos grupos sugieren indicios de
estimulades, Control y Sham CM. efecto antidepresivo.
*  Tiempo de inmovilidad mayor que &l resto de los grupos.
EMTr5M 30 hdicedzEPmlama’IalSmrdabajodeaﬂ:nsngus - Latenciade inmovilidad mayor gue grupos Sham y Control, pero
Sham y por amriba del grupo Control y EMTr CM. 'menor que grups EMTr CM.
- Frecuencia menor que grupos Sham y Control y mayor que grupo
EMTrCM.
*  Tiempo total de inmovilidad menor que grupos Sham y Control, pero
'mayor que EMTr CM.
Sham CM 15 Suindice de EP fue &l mas elevado en la semana 15 - Latenciade inmovilidad menor comparada con el resto de los grupos.

- Frecuencia de episadios de inmovilidad mayor con respecto a los
‘grupos estimulades y al Control, pero menor con respecto sl Sham.

*  Tiempao total de inmovilidad mayor con respecto a los grupos

estimulados y menor con respecto al grupo $hamy al Control.

Latenciade inmovilidad mayor con respecto a los demas grupos.

Frecuencia de episodios de inmovilidad menor con respecto al resto

de los grupos.

*  Tiempo total de inmaovilidad menor con respects a los demas grupos.

EMTrCM 40 Su EP en la semana 15 se encontro por debajo de ambos
grupos Shamy el EMTr 5M pero = |2 par del grupo Control.

TABLA 2. Conductas vs hallazgos en el giro dentado del hipocampo con técnica Golgi-Cox. La tabla muestra una comparativa entre las
conductas evaluadas en las pruebas realizadas y las observaciones en la morfologia de las neuronas del giro dentado del hipocampo de los sujetos de
estudio.
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