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1 Resumen

La Estimulacidn Magnética Transcraneal (EMT) es una técnica no invasiva para la estimulacion eléctrica
del tejido neuronal (Kobayashi y Pascual-Leone, 2003). La EMT produce un campo magnético generado
por una bobina y de llevar una amplitud de corriente, duracién y direccién adecuada, se induce en el
cerebro una corriente eléctrica que puede despolarizar o hiperpolarizar axones (Rossini y Rossi, 2007).
La EMT repetitiva (EMTr) de baja frecuencia (1 Hz) tiene el efecto de reducir la excitabilidad cortical,
incluso después de que los pulsos de la bobina de la EMT han terminado (O’ Sheay Walsh, 2007). Esta
caracteristica de modificar las propiedades eléctricas del tejido neuronal resulta util en el tratamiento
contra un Traumatismo Craneoencefalico (TCE), una enfermedad que, entre otras cosas, desregula la
excitabilidad del cerebro, provocando daio neuronal.

El TCE es una lesion cerebral causada por una fuerza fisica externa (Jain, 2008). El TCE es una de las
causas de muerte y discapacidad mas importantes a nivel mundial, principalmente en gente joven
(Ghajar, 2000). El TCE puede causar varios tipos de dafio dependiendo de los mecanismos y fuerzas
involucradas (Parikh et al., 2007). En modo general, se pueden destacar dos tipos basicos de
alteraciones: dafio primario (lesién inmediata) y secundario(respuesta al dafio primario) (Barcena-Orbe
etal., 2006). Ante un TCE, el cerebro activa endégenamente medidas neuroprotectoras, como liberacion
de citocinas antiinflamatorias, antioxidantes y activacién de sistemas GABAérgico y cannabinérgico
(Estrada Rojo et al., 2012). Este Gltimo sistema, llamado el sistema endocannabinoide tiene como
principal funcion en el cerebro la regulacidn de transmisidn sinaptica (Baker et al., 2003; SviZenskd et
al., 2008). El nivel de expresiéon de los receptores a cannabinoides cambian durante estimulos
patolégicos y en situaciones de estrés crénico, excitotoxicidad neuronal, dafio o neuroinflamacién
(patologias presentes en un TCE), ejerciendo una funcién de proteccion contra insultos enddgenos y
ambientales (Lu y MacKie, 2016; Moreno, 2011).

Muchos de los tratamientos actuales para un TCE son de baja eficacia. Se ha visto en modelos animales
y en humanos que las aplicaciones de la EMT en este padecimiento podrian ser benéficas para combatir
los efectos adversos del TCE; sin embargo, los mecanismos por los cuales se reduce el dafio asociado al
TCE todavia no estan claros (Nardone et al., 2020; Pink et al., 2019). Ademas, en modelos animales se
ha visto que la EMTr induce efectos en el sistema endocannabinoide (Fangy Wang, 2018; Ljubisavljevic
et al., 2015; Wang et al., 2014b; Xue et al., 2019). Utilizando un modelo animal podemos estudiar la
relacion entre el Sistema Endocannabinoide, el TCE y la EMTr de 1 Hz, algo que hasta la fecha, segun
nuestros conocimientos, no se ha realizado.

En este trabajo evaluamos el efecto de la EMTr de 1 Hz en la corteza motora de ratas con TCE y
observamos la expresion de receptores a cannabinoides. Para esto se utilizaron ratas macho (estirpe
Wistar). El traumatismo en la corteza motora se produjo con un modelo de caida de peso. Para evaluar
el dafio producido por el TCE se evaluaron a las ratas por medio de la escala de severidad
neuroconductual revisada (NSS-r) (Yarnell et al., 2016). Posterior al dia del trauma, se estimuld el
cerebro de las ratas con EMTr de 1 Hz durante 7 dias por 10 minutos diarios. Finalmente, se obtuvieron



las cortezas de las ratas y se analizaron por medio de Western Blot y RT-PCR para evaluar la expresion
de receptores a endocannabinoides (CB1y CBy).

Encontramos que la EMTr de 1 Hz aumenta la expresion del receptor CB1 en ratas con y sin TCE, pero no
pudimos observar un aumento para el receptor de CB,. En el analisis de PCR no se observaron
diferencias entre los grupos en la expresidon de receptores. En cuanto a la escala NSS-r observamos que
las ratas con TCE tenian un mayor dafio motor en comparacién con las ratas controles. La EMTr de 1 Hz
fue capaz de inducir un efecto protector en las ratas con TCE, observandose como una mejora
significativa en esta escala.

Este estudio concuerda con los resultados de otras investigaciones (Nardone et al., 2020; Pink et al.,
2019) donde se ha encontrado que la EMTr puede servir como un tratamiento auxiliar en la reduccion
de dafos asociados al TCE. Nuestro trabajo es uno de los pocos que exploran el tratamiento del TCE con
una estimulacion de baja frecuencia, encontrandose efectos positivos de esta frecuencia en la
recuperacién motora posterior a un TCE. A nuestro conocimiento, es el Unico estudio que explora la
relacion entre EMTr de 1 Hz, el TCE y la expresion de receptores a cannabinoides. Pudimos observar que
la EMTr indujo un aumento en la expresion del receptor CBi. Esto probablemente esté relacionado a la
mejora motora observada en la escala NSS-r, concordando con el efecto neuroprotector del receptor
CB1 después de un trauma, pero, deben de hacerse mas estudios que exploren esta relacion, para
conocer cémo la EMT aumenta la expresiéon de este receptor e induce sus efectos neuroprotectores
observados.



2 Introduccion

2.1 Traumatismo craneoencefalico

El traumatismo craneoencefalico (TCE) se define como una patologia caracterizada por una alteracién
cerebral secundaria a una lesidon traumatica en la cabeza con la presencia de al menos uno de los
siguientes elementos: alteracion de la consciencia y/o amnesia; cambios neuroldgicos o
neurofisioldgicos y fractura de craneo o lesiones intracraneales debidas al trauma, producto de una
fuerza externa (Charry et al., 2019).

2.1.1 Clasificacion

Se puede dividir al TCE en dos tipos de lesiones: lesiones abiertas y cerradas. Las lesiones abiertas
involucran penetracidn del craneo (y frecuentemente de meninges), como sucede en lesiones con
armas de fuego u objetos punzocortantes. Una lesion cerrada tipicamente ocurre cuando la cabeza sufre
de un golpe con algun objeto contundente, por una onda expansiva o cuando sufre de un proceso de
aceleracion y desaceleracion violentamente (Parikh et al., 2007).

También se puede dividir el TCE de acuerdo con su severidad, evaluada a través de la Escala de Coma
de Glasgow (GCS) (Tabla 1.1). La GCS permite conocer el nivel de conciencia del paciente y da una idea
de la posible recuperacion a futuro. Evalia apertura ocular (4 niveles), respuesta motora (6 niveles) y
respuesta verbal (5 niveles) (Ontiveros et al., 2014). Una puntuacion igual o superior a 13 se considera
como una lesion leve, una puntuacion de entre 9y 12 como moderada y grave con puntuacion de menos
de 8 (Mehta y Chinthapalli, 2019). Los pacientes con puntuaciones de 3 a 5 tienen un indice de
mortalidad de 68.4%; puntuaciones entre 6 y 8 tienen una mortalidad de 40.6% (Ontiveros et al., 2014).

Apertura Ocular Respuesta Verbal Respuesta Motora
4. Espontanea 5. Orientada 6. Obedece 6rdenes
3. Al habla 4. Oraciones 5. Localiza el dolor
2. Al dolor 3. Palabras 4. Flexidn al dolor
1. Sin respuesta 2. Sonidos 3. Flexion anormal al dolor
1. Sin Respuesta 2. Extension al dolor
1. Sin respuesta

Tabla 1.1. Escala de Coma de Glasgow. Adaptada de Mehta y Chinthapalli, 2019.



2.1.2 Epidemiologia

Se estima que a nivel mundial ocurren cada afio aproximadamente 69 millones de casos nuevos de TCE
(Pink et al., 2019), donde 1.2 millones de personas mueren como consecuencia del TCE (Ontiveros et
al., 2014). EI TCE se observa mas frecuentemente en el rango de edad de 15 a 24 ainos (Cabrera Rayo et
al., 2009) y afecta mas a los hombres en una relacion 2:3 (Charry et al., 2019). En México el TCE tiene
un indice de mortalidad de 38.8 por cada 100 mil habitantes con mayor incidencia en hombres de 15a
45 afios (Ontiveros et al., 2014) . La causa mas frecuente del TCE son los accidentes de trafico; del total
de las muertes por accidente de transito, el 60% es causado principalmente por TCE (Charry etal., 2019).

2.1.3 Fisiopatologia del TCE

El TCE es una patologia heterogénea donde, aunque se presenten lesiones similares se puede presentar
una sintomatologia distinta dependiendo de los mecanismos de dano involucrados (Parikh et al., 2007;
Pink et al., 2019). En modo general, se pueden destacar dos tipos basicos de alteraciones: dafio primario
y dafo secundario (Bdrcena-Orbe et al., 2006).

2.1.3.1 Dano primario

El dafio primario es irreversible y se refiere a la lesidon causada inmediatamente después del impacto,
siendo el resultado directo del trauma sobre la cabeza o por movimientos de aceleracion y
desaceleracion (Barcena-Orbe et al., 2006; Estrada Rojo et al., 2012). Como consecuencia del dafio
primario se pueden presentar: ruptura de craneo, dafio a los vasos sanguineos, hematomas epidurales
y subdurales, hematomas intraparenquimatosos, hemorragia intracerebral, contusionesy dafio axonal
difuso (Bdrcena-Orbe et al., 2006).

2.1.3.2 Dano secundario

Este dano ocurre como respuesta al dano primario y a eventos sistémicos; es la causa principal de
muertes en hospitales posterior a un TCE (Barcena-Orbe et al., 2006; Ghajar, 2000). Involucra cambios
funcionales, estructurales, celulares y moleculares que provocan dafio neuronal como liberacién de
neurotransmisores, generacion de radicales libres, dafio mediado por calcio, activaciéon de genes,
disfuncién mitocondrial y respuesta inflamatoria. Con terapia adecuada, este tipo de dano puede ser
reversible (Estrada Rojo et al., 2012).

Hay dos tipos de mecanismos principales en la lesidon secundaria: 1) locales, donde intervienen eventos
neuroquimicos que al juntarse provocan dafo neuronal, como la produccién de radicales libres de
oxigeno, citocinas proinflamatorias, aminodcidos neuroexcitadores y apoptosis y 2) sistémicos, que son
cambios que alteran la hemodinamia cerebral, modificando el flujo sanguineo cerebral, la presion
intracraneal (PIC) y la presidn de perfusion cerebral (Cabrera Rayo et al., 2009). El dafio secundario por
causas sistémicas tiene como principal variable la hipotension arterial, la cual actuando incluso por
periodos breves aumenta la tasa de mortalidad del TCE graves del 27% al 50% (Barcena-Orbe et al.,
2006). Para prevenir el dafio secundario, se debe buscar detener hemorragias, revertir la hipotensién y
aportar oxigeno al paciente (Charry et al., 2019).
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2.1.3.3 Mecanismos celulares involucrados en el dano cerebral

Posterior a un TCE se han identificado varios mecanismos celulares que se generan en diferente grado
dependiendo de la severidad del dafio (McGinn y Povlishock, 2016). Estos mecanismos son comunes en
neuronas y glia y corresponden a procesos patoldgicos tales como la inflamacion, apoptosis y
excitotoxicidad (Rovegno et al., 2012).

Debido al dafio celular directo, a la modificacidn de la perfusidn cerebral y el flujo sanguineo cerebral,
se produce una falla energética, alteraciones de los gradientes idnicos transmembranales y una caida
en el flujo sanguineo, generando una condiciéon similar a la isquemia (Rovegno et al., 2012). Cuando
ocurre un proceso de isquemia, hay un descenso de la concentracion de glucosa y de oxigeno, lo cual
provoca la inhibicidn de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Como consecuencia, hay
una reduccion de ATP por el fallo metabdlico de la mitocondria, provocando despolarizacién de la
membrana plasmatica de la neurona al no poder regular el gradiente de concentracion de potasio y
sodio. El fallo energético también altera a la ATPasa de Ca®* (la cual no puede mantener las
concentraciones bajas de calcio, normalmente presentes dentro de la célula) induciendo la activacion
de proteasas, lipasas y DNAasas dependientes de calcio, lo cual provoca la muerte celular por un
aumento en su catabolismo (Doyle et al., 2008; McGinn y Povlishock, 2016; Rovegno et al., 2012).

Unos minutos después de un TCE se observa una elevacién aguda de los niveles extracelulares de
neurotransmisores (de particular importancia el glutamato) como consecuencia de la despolarizacion
masiva inducida por el TCE y la falla energética asociada (Rovegno et al., 2012). Cuando existe glutamato
en exceso, este activan receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) y AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropionico) (McGinn y Povlishock, 2016) —receptores ionotrépicos que regulan la
neurotransmisién de glutamato y cuya activacion facilita la entrada de iones a la neurona como Ca?*,
Na*y salida de K* (Flores-Soto et al., 2012) —. Los receptores NMDA son permeables a calcio y abrir
estos canales genera mas eventos de despolarizacién y un mayor influjo de calcio (Doyle et al., 2008).
Esta entrada y acumulacion de Ca?* y Na*facilitada por los receptores de glutamato provocan la muerte
neuronal a las pocas horas (Cardonne et al., 2014). Ademas, este flujo idnico (resultado de las elevadas
concentraciones de glutamato) induce un estado de crisis metabdlica que provoca un fallo energético a
medida que el cerebro incrementa el uso de glucosa cerebral para promover el restablecimiento de la
homeostasis idnica por medio de bombas idnicas dependientes de ATP (McGinn y Povlishock,2016).

A esta cadena de eventos patoldgicos inducidos por glutamato se le conoce como excitotoxicidad y se
produce inicialmente en neuronas, donde los astrocitos representan la principal defensa al recapturar
el glutamato. Sin embargo, si persisten las concentraciones elevadas de glutamato extracelular, los
astrocitos potencian la excitotoxicidad al invertir el transporte, favoreciendo la salida de glutamato del
propio astrocito (Rovegno et al., 2012).
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Por otro lado, los altos niveles de Ca?*, Na* y ADP intracelular causan que la mitocondria produzca altos
niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO). Las neuronas son muy vulnerables a las ERO debido a
gue tienen pocos antioxidantes enddgenos. Los radicales libres en abundancia causan la destruccion de
macromoléculas y participan en mecanismos de sefializacion que resultan en muerte celular. Como son
especies de vida corta, el dafio se concentra mas en el foco isquémico, pero al haber revascularizacion
este dano se potencia (Bdrcena-Orbe et al., 2006); al haber reperfusién, algunos radicales activan
procesos que llevan a la disrupcidn de la integridad de la pared vascular e incrementan la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica (BHE) (Doyle et al., 2008). En caso de haber lisis de eritrocitos, habra
una concentracion de hemoglobina alta y el hierro también puede provocar ERO (Xi et al.,2006).

Otro mecanismo celular que provoca el deterioro del tejido nervioso como consecuencia del insulto
mecanico es la activacidn de la respuesta inflamatoria a través de la liberacidén de contenido intracelular
y de productos sanguineos extravasados (McGinn y Povlishock, 2016). La inflamacién es mediada por
células inmunes periféricas infiltradas por la BHE alterada, tales como los leucocitos. También es
mediada por células inmunes residentes conocida como microglia (macréfagos residentes del SNC) y
astrocitos (McGinny Povlishock, 2016; Rovegno et al., 2012). Ambos tipos celulares median la respuesta
inflamatoria produciendo citocinas inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesién, ERO y especies
reactivas de nitrégeno (ERN), entre otros. Esta respuesta inflamatoria favorece la formacién de edema
cerebral y la subsecuente inflamacion del cerebro y la presion intracraneal, lo cual genera un peor
prondstico en el TCE (McGinn y Povlishock, 2016). Los astrocitos pueden sufrir un cambio fenotipico
conocido como astrocitosis reactiva como consecuencia de la respuesta inflamatoria. En un trauma
moderado, la astrocitosis contiene el drea dafiada y favorece la remodelacidon neuroplastica, pero en
TCE mads severos esta astrocitosis puede resultar en una cicatriz glial que posteriormente dificulta la
recuperacién (Rovegno et al., 2012). La microglia puede mantener el perfil proinflamatorio por semanas
o0 meses, potenciando la degeneracién del tejido neuronal (McGinn y Povlishock, 2016). Esta respuesta
neuroinflamatoria puede tener efectos neuroprotectores o neurotdéxicos dependiendo del tipo y
magnitud del dafo inicial y del contexto en que ocurre la respuesta inflamatoria (Rovegno et al., 2012).

2.1.4 Tratamiento

El tratamiento inicial consiste en mantener una ventilacion y presidn sanguinea adecuadas.
Frecuentemente es requerida una cirugia para remover hematomas intracraneales y crear mas espacio
para que el cerebro se inflame. En los primeros dias después de la lesion, se hacen esfuerzos para
mantener la perfusion cerebral y la oxigenacion (Parikh et al., 2007).

El dano primario no puede ser tratado, asi que el objetivo de los tratamientos es minimizar el dafio

secundario (Barcena-Orbe et al., 2006) con terapias que prevengan o reviertan los mecanismos de dano
neuronal causados por la lesidon traumatica (medidas neuroprotectoras).
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2.1.5 Neuroproteccién en trauma cerebral

La neuroproteccion se refiere al empleo de cualquier terapia que previene, retarda o revierte la muerte
celular resultado de una lesion neuronal (también se incluyen respuestas enddgenas) (Tabla 1.2). Entre
las respuestas enddgenas se encuentran la liberacidén de citocinas antiinflamatorias, antioxidantes y
activacion de sistemas GABAérgico y cannabinérgico (Estrada Rojo et al., 2012). El Sistema
endocannabinoide juega un papel neuroprotector en varias formas de lesiones neuronales: TCE, infarto
cerebral, esclerosis multiple, Parkinson, Huntington, Alzheimer y esclerosis lateral amiotrdfica (Pacher
y Hasko, 2008). También se pueden utilizar terapias neuroprotectoras exdégenas como la estimulacion
magnética transcraneal (EMT), la cual es una técnica no invasiva que estimula el cerebro con pulsos
electromagnéticos que puede influenciar en la plasticidad neuronal al alterar la excitabilidad neuronal.
Hay evidencia de que esta técnica puede resultar benéfica en el tratamiento contra TCE (Nardone et al.,

2020; Pink et al., 2019).

Tratamiento

Mecanismo de accion

Antiexcitotoxicos

Farmacos que reducen la excitotoxicidad de aminoacidos
excitatorios.

Bloqueadores de canales
idnicos

Farmacos que bloguean canales idnicos, en especial los de
calcio, sodio y potasio.

Neuroesteroides

Los neuroesteoides enddgenos, en especial la progesterona,
pueden funcionar como posible terapia debido a su efecto de
proteger o regenerar la barrera hematoencefalica, reducir el
edema cerebral, regular la cascada inflamatoria, disminuir la
apoptosis, mitigar la excitotoxicidad del glutamato y potenciar
los efectos del GABA.

Inactivadores de radicales
libres

Reducen estrés oxidativo disminuyendo concentracién de
especies reactivas de oxigeno y/o de nitrégeno.

Sustancias antiinflamatorias

Previenen la respuesta inflamatoria asociada a la extensién
del dafio cerebral.

Hipotermia

Resulta benéfica y estd asociada a reducir efectossecundarios
por la reduccion del metabolismo cerebral, de la PICy
bloguear mecanismos de excitotoxicidad. Reduce mortalidad.

Cannabinoides

Se ha demostrado que tienen papel neuroprotector. La
activacion de sistema endocannabinoide disminuye la
liberacion de glutamato.

Tabla 1.2. Estrategias neuroprotectoras ante un TCE. Tomada de Estrada Rojo et al., 2012.
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2.2 Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SE) es un sistema modulador que se encuentra en varios tejidos del
cuerpo (Luy MacKie, 2016). Tiene apenas unos 30 afios desde que se empezd a caracterizar este sistema
y su interaccion con la planta del género Cannabis, ayudd a su descubrimiento (de ahi que éste sistema
se le conozca como sistema endocannabinoide) (Pain, 2015). El descubrimiento del
tetrahidrocannabinol (THC) por Gaoni y Mechoulam en 1964 fue el primer paso en una serie de
descubrimientos que llevarian a caracterizar el SE (Zhou et al., 2019).

2.2.1 Resumen historico del estudio de cannabinoides

En estudios arqueoldgicos se demostrd que el ser humano ha estado en contacto desde hace 10,000-
12,000 afios con la planta del género Cannabis (Pain, 2015), la cual produce ciertos metabolitos
secundarios que interaccionan con el sistema endocannabinoide (Laursen, 2015). Las plantas de
Cannabis producen una familia Unica de compuestos llamados cannabinoides, de los cuales se han
identificado hasta 104 en este género (Gould, 2015), aunque los mas producidos y los mas estudiados
son el A°-tetrahidrocannabinol (A%-THC o simplemente abreviado THC) y el cannabidiol (abreviado CBD).
EI THC ha tenido una relevancia importante por su interaccion con el sistema endocannabinoide, siendo
fundamental en el descubrimiento de este sistema (Zhou et al., 2019). Gracias al descubrimiento del
THC se empezaron a sintetizar compuestos con propiedades similares a este (cannabinoides sintéticos)
gue llevaron al descubrimiento de un receptor enddgeno con el cual interaccionaban estos compuestos
(receptor CB1) (Zou y Kumar, 2018).

Antes del descubrimiento del sistema endocannabinoide, los humanos habian aprovechado este
sistema y su interaccion con la planta de Cannabis para diversos fines (Clarke y Merlin, 2013). El primer
uso medicinal es atribuido al emperador chino Shen Nung, que se cree vivid en el 2700 a.C, aunque la
primera evidencia del uso medicinal viene de una cueva a 30 km de Jerusalén que data del afio 390,
donde arquedlogos encontraron un esqueleto de una nifia de 14 anos que habia utilizado Cannabis
durante el parto (Pain, 2015).

Fue hasta 1899 que quimicos britanicos aislaron por primera vez un cannabinoide: el cannabinol. Afios
después, en 1946, el quimico Israeli Raphael Mechoulam aislé el THC, siendo un punto de partida para
la investigacidn de los cannabinoides. En 1988 se descubrié un nuevo receptor en el cerebro, llamado
CB1 por el cual el THC ejerce sus efectos psicoactivos. Gracias a este descubrimiento, se empezaron a
buscar sustancias enddgenas que pudieran activar a este receptor. La primera de estas sustancias, las
cuales son llamadas endocannabinoides, fue la anandamida, descubierta en 1992. Un afo después se
descubrid un segundo receptor, denominado CB; (Pain, 2015).
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2.2.2 Composicion del Sistema Endocannabinoide

El sistema endocannabinoide estd compuesto de receptores (CB1 y CB.), genes que codifican para estos
receptores (CNR1 y CNR2), ligandos enddgenos (llamados endocannabinoides) y enzimas de
degradacion y de sintesis (N-acil fosfatidiletanolamina fosfolipasa D, fosfolipasa C, diacilglicerol lipasa,
monoacilglicerol lipasa y amida hidrolasa de dcidos grasos) (Gertsch et al., 2010; Joshi y Onaivi, 2019;
Svizenska et al., 2008).

2.2.3 Receptores a Cannabinoides

Se reconocen al menos dos receptores del sistema endocannabinoide, el receptor CB1 y el receptor CB..
Ambos receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (también conocidos
como GPCR). Ambos estan asociados a proteinas Gi/o, que disminuyen la actividad de la adenilato
ciclasa, disminuyendo los niveles de AMP ciclico (AMPc) intracelular (como consecuencia, se ve afectada
la capacidad de fosforilacién de proteinas cinasas dependientes de este nucledtido) y estimulan la ruta
de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) (Baker et al., 2003). Adicionalmente se sugiere
la existencia de receptores a cannabinoides adicionales por estudios en ratones knockout para los
receptores CB1y CB, (Moreno, 2011).

Los receptores a endocannabinoides localizados en la membrana plasmatica son los que mas han sido
descritos. Actualmente, se sabe que pueden localizarse también en compartimentos intracelulares,
tales como en el reticulo endoplasmico, endosomas, lisosomas y mitocondria (Joshi y Onaivi, 2019).

Ambos receptores regulan el desarrollo neuronal, procesos embrionarios, transmision sindptica,
neuroproteccion, inflamacion, nocicepcion, control motor, memoria y aprendizaje; miedo y ansiedad;
apetito, funciones cardiovasculares y respiratorias; liberacion y accién hormonal; formacion ésea y
metabolismo energético. Y funciones celulares, tales como la arquitectura celular, proliferacién,
motilidad, adhesion y apoptosis (Joshi y Onaivi, 2019; Moreno, 2011).

2.2.3.1 Receptor CB1

El receptor CB; esta codificado por el gen Cnrl y consiste de 462 aminodcidos en humanos (473 aa en
ratay ratén) (Zou y Kumar, 2018). En humanos, el transcrito de CNR1 produce al menos 5 isoformas por
splicing alternativo (Joshi y Onaivi, 2019).

El receptor CB1 se localiza principalmente en el SNC. Es el receptor acoplado a proteinas G (GPCR) mas
abundante del cerebro de mamiferos (Joshi y Onaivi, 2019; Moreno, 2011; Zou y Kumar, 2018). El
receptor se localiza principalmente en terminales presinapticas, pero también se han encontrado en
neuronas postsinapticas, astrocitos, oligodendrocitos y microgia (Lu y MacKie, 2016; Sviz nskd et al.,
2008; Zou y Kumar, 2018).

15



Aunque este receptor se localiza principalmente en la membrana celular, también existe CB1intracelular:
estos CB;intracelulares estan presentes en endosomas, lisosomas y mitocondrias. También puede haber
presencia de CB; intracelular por un proceso de internalizacidn (inducida por agonista) de CB1 desde la
membrana plasmatica (Zou y Kumar, 2018).

Existe una alta densidad de este receptor en neuronas, hipocampo, bulbo olfatorio, ganglios basales y
cerebelo. Se encuentra en densidad moderada en corteza cerebral, amigdala e hipotdlamo y en bajos
niveles en talamo y tallo cerebral (Amouzeshi y Pourbagher-Shahri, 2019; SviZzenskd et al., 2008; Zou y
Kumar, 2018).

El receptor CB1 también se localiza en tejidos periféricos, como bazo, amigdalas, pancreas, higado,
corazon, prdstata, Utero, ovario, musculo esquelético, hueso, piel, sistema reproductor, varios tipos de
células cancerigenas, tejido adiposo y tracto gastrointestinal (tanto en el sistema nervioso entérico
como en células no neuronales de la mucosa intestinal) (Moreno, 2011; Zou y Kumar, 2018).

La activacion de receptores CB1 normalmente regula acontecimientos intracelulares como la inhibicion
de canales de calcio dependientes de voltaje (incluidos tipos P/Q, Ny L) y el aumento de la conductancia
de potasio. En neuronas, estos eventos ayudan a la reduccion de excitabilidad y suprimir liberacién de

neurotransmisores, como GABA, glutamato y otros neuropéptidos (Moreno, 2011; SviZenskd et al.,
2008).

2.2.3.2 Receptor CB:

Este receptor esta codificado por el gen CNR2. Este receptor esta formado de 360 aa en humanos. Se
han identificado al menos 2 isoformas de este receptor en humanos, mientras que en ratas se han
descubierto al menos 4 isoformas y 2 isoformas en ratén (Zou y Kumar, 2018).

CB; se localiza en bazo, amigdalas, células del sistema inmune (linfocitos B, monocitos y linfocitos T),
sistema cardiovascular, tracto gastrointestinal, higado, tejido adiposo, hueso y sistema reproductor (Zou
y Kumar, 2018). También se expresa en tejido nervioso (principalmente en microglia, aunque también
estd presente en neuronas), en particular tras sufrir una lesién (Moreno, 2011; SviZenska et al., 2008).
Este receptor se expresa en niveles mucho menores en el sistema nervioso central comparado con CB1
(Amouzeshi y Pourbagher-Shahri, 2019; Lu y MacKie, 2016). Se sugiere una localizacién postsinaptica
de CB; (SviZenska et al., 2008).

2.2.4 Endocannabinoides

Se reconocen al menos 6 endocannabinoides (agonistas endégenos del SE): anandamida (N-
araquidonoiletanolamida), 2-AG (2-araquidonilglicerol), noladin éter (2-araquidonilglicerol éter),
virodamina (O-araquidoniletanolamina), NADA (N-arachidonildopamina) y oleamida (Ruiz-Contreras y
Prospero-Garcia, 2014; SviZenskd et al., 2008). Una caracteristica de los endocannabinoides es que
estos se liberan a demanda (no son almacenados en vesiculas sinapticas) (Lu y MacKie, 2016).
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La anandamida se une tanto a receptores CB1y CB, aunque presenta mayor afinidad por CBi1. Es un
agonista de baja eficacia para ambos receptores (considerado como un agonista parcial). Este ligando
se encuentra en sus mas altos niveles en las regiones con mayor densidad de receptores a
cannabinoides (hipocampo, estriado, cerebelo y corteza). Hay otras regiones que presentan alto nivel
de anandamida, pero poca expresiéon de receptores, como tadlamo y tronco encefalico. Se sintetiza por
neuronas postsinapticas y actia de manera retrégrada para modular la liberacion de neurotransmisores
en terminales presinapticas que expresan CB; (Figura 1.1) (Moreno, 2011).

Esta molécula tiene una vida media muy corta, ya que es recapturada por un transportador de alta
afinidad denominado AMT (del inglés Anandamide membrane transporter) que no se ha caracterizado
molecularmente, pero esta presente en neuronas y células gliales (Moreno, 2011). La mayoria de la
anandamida se produce a partir del N-araquidonil fosfatidil etanol (NAPE). Es probable que la sintesis
de anandamida ocurra por diferentes vias dependiendo de la region del cerebro (se han propuesto hasta
4 rutas de sintesis de anandamida) (Lu y MacKie, 2016).

El 2-AG es ligando de receptores CB1y CB (SviZenskd et al., 2008). Se encuentra en mayores niveles
gue la anandamida y es considerado como un agonista completo de ambos receptores. Tras su
liberacidn, puede ser recapturado por el transportador de anandamida (Moreno, 2011). La mayoria del
2-AG se produce por la hidrdlisis del araquidonil que contiene fosfatidil inosotol bi-fosfato (PIP,) por
accion de la fosfolipasa C beta (PLCB) (hidroliza fosfolipidos), seguido de una hidrdlisis del resultante
diacilglicerol por la diacilglicerol lipasa (DAGL) (Lu y MacKie, 2016).

La anandamida y el 2-AG son los endocannabinoides mas estudiados. Comparten la caracteristica de
gue sus precursores estan presentes en la membrana celular (Lu y MacKie, 2016). Ambos
endocannabinoides se inactivan por hidrdlisis enzimatica de sus amidas y de sus uniones éster. Las
enzimas responsables de esto son la FAAH (amida hidrolasa de acidos grasos, del inglés fatty acid amide
hydrolase) para la anandamida, dando lugar a dos compuestos, el acido araquiddnico y la etanolamina.
Para el caso del 2-AG, la MAGL (monoacilglicerol lipasa) convierte al 2-AG en acidos grasos libres: acido
araquiddnico y glicerol (Moreno, 2011).

El noladin éter (NADA) tiene mads afinidad por CB; que por CB.. Se encuentra en mayor cantidad en
talamo e hipocampo y es degradado por acilacién (Baker et al., 2003; SviZenska et al., 2008).

Las propiedades farmacoldgicas de la virodamina han sido poco estudiadas, pero se ha observado en
ratas que esta presente en cerebro y tejidos periféricos que expresan receptores a cannabinoides. La
virodamina es un agonista parcial de CB1 y puede funcionar en ciertas condiciones como un antagonista
de este receptor. Funciona como un agonista completo de CB;, por lo que se sugiere que juega un papel
importante en tejidos periféricos por medio de CB; (Porter et al., 2002).

La oleamida se une al receptor CB;1 y es degradada por la FAAH. En modelos animales se sabe que ayuda
a inducir el suefio (al igual que la anandamida), disminuye la actividad motora, baja la temperatura y
reduce la percepcidn del dolor (Herrera-Solis et al., 2010). También se sabe que modula procesos de
memoria, reduce la produccién de AMPc, interacciona con receptores serotoninérgicos (5-HT1ay 5-HT2a)
y con el sistema inmune (Prospéro-Garcia et al., 2000).
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Ciertos ligandos tienen la capacidad de activar otros receptores ademds de los receptores a
cannabinoides. La anandamida y NADA pueden activar el receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1)
(algunos sugieren llamarlo CBs), que es activado también por calor nocivo, pH bajo y capsaicina (Joshiy
Onaivi, 2019; Moreno, 2011).

\

i

Anandamida

Figura 1.1: Sefalizacion retrograda del Sistema Endocannabionoide. Este mecanismo inicia con la
produccion bajo demanda de un endocannabinoide (como anandamida o 2-AG) en la postsinapsis en
respuesta a un incremento de la concentracién intracelular de Ca?*. El endocannabinoide se libera al

medio extracelular por un mecanismo todavia no bien descrito y llega a la terminal presindptica donde
se puede unir a distintos tipos de receptores (CB1, CB; o receptores no cldsicos del SE como TRPV1y
GPCR5). El caso mds estudiado es la activacion del receptor CB1, donde este receptor suprime la
liberacidn de neurotransmisores al inhibir los canales de Ca®* dependientes de voltaje reduciendo el
influjo de Ca®* en la presinapsis. Se requiere de la degradacidn del endocannabinoide por una enzima
(FAAH o MAGL) para que el mecanismo de sefializacion termine (Zou y Kumar, 2018). Imagen
modificada de Zhou et al., 2019.

2.2.5 Funciones del sistema endocannabinoide

La principal funcion del sistema endocannabinoide en el SNC es regular la neurotransmisién sinaptica
(tanto en circuitos excitatorios como inhibitorios). La respuesta especifica ejercida por el SE depende de
la localizaciéon del receptor en el circuito neuronal (Baker et al., 2003). En general, el sistema
endocannabinoide lleva a cabo una regulacién homeostatica en el cerebro, la piel, el tracto digestivo, el
higado, el sistema cardiovascular, la funcién genitourinaria e incluso en hueso (figura 1.2) (Russo, 2016).
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El nivel de expresion de los receptores de cannabinoides y las concentraciones de los
endocannabinoides cambian durante estimulos fisioldgicos y patoldgicos. Esto se observa claramente
en el sistema nervioso central, donde este sistema actlia en respuestas adaptativas y homeostaticas en
situaciones de estrés crénico, excitotoxicidad neuronal, dafio o neuroinflamaciéon. En estos casos, el
sistema endocannabinoide puede ejercer una funcién de proteccién contra insultos enddgenos vy
ambientales (Lu y MacKie, 2016; Moreno, 2011).
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Figura 1.2: Diferentes funciones reguladas por el SE en el cuerpo humano. Modificado de Zou y
Kumar, 2018.
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2.2.6 Evolucion del sistema endocannabinoide

El SE es filogenéticamente antiguo y sus componentes evolucionaron en diferentes épocas,
involucrando eventos de convergencia, divergencia y de evolucién paralela (McPartland, 2004;
McPartland et al., 2007).

La habilidad de las células para sintetizar ligandos (tipo endocannabinoides) es un fendmeno evolutivo
mas antiguo que la presencia de receptores (tipo CB) en las células (Elphick y Egertovd, 2005). Ya en las
bacterias se expresa el precursor de endocannabinoides en su membrana citoplasmatica
(fosfatidiletanolamina) (McPartland, 2004). Sin embargo, la habilidad de las células de producir estas
moléculas no necesariamente implica que funcionen como moléculas de sefializacién (Elphick y Egertov
4, 2005). El uso de endocannabinoides para la sefalizacién intracelular pudo ocurrir
independientemente en diferentes linajes durante la evolucion de eucariontes y la sefializacion/funcion
de estos ligandos podria estar no relacionada a receptores endocannabinoides (como en mamiferos,
donde es mediada por CB:y CB;) (Elphick y Egertovd, 2005; McPartland, 2004). Ademas, existen
organismos (como Cannabis sp.) que no tiene receptores tipo CB, pero producen compuestos parecidos
a endocannabinoides que son capaces de activar receptores CB; este es un caso de homoplasia
(evolucidn convergente) (McPartland, 2004).

Los receptores CB1y CB; se originaron por un evento de duplicacién genética (son pardlogos*) que
ocurrio en un ancestro extinto en comun de cordados (Elphick, 2012; McPartland et al., 2007). Ciona
intestinalis tiene receptores tipo CB1y CB; en axones, sugiriendo un papel ancestral en la regulacion
neuronal (Elphick, 2012). Los eventos de duplicacion genética que dieron lugar a CB1y CB; provocaron
nuevas interacciones de receptores CB y ligandos que produjeron nuevas funciones fisioldgicas de los
endocannabinoides (McPartland et al., 2007).

Los receptores a endocannabinoides inicialmente coevolucionaron con un ligando parecido a 2-AGy la
afinidad a un ligando tipo anandamida evolucioné posteriormente (McPartland et al., 2007). La historia
evolutiva de receptores CB, en especial CBj, se correlaciona mas con la historia evolutiva de la DAGL
(enzima que sintetiza 2-AG) (McPartland et al., 2007). Por lo tanto, es facil especular que el receptor CB
primordial era activado por 2-AG y no por anandamida, ademas de que 2-AG continua exhibiendo mas
eficacia que anandamida en CB1y CB; (McPartland, 2004). El mecanismo de sefializacién retrégado de
CB1ya se encuentra presente en vertebrados (Elphick, 2012).

*= Los genes paralogos son aquellos genes homadlogos encontrados en un organismo dado, derivado de
un evento de duplicacion genética. No confundir con genes ortdlogos, los cuales son geneshomadlogos
encontrados en diferentes organismos derivados de un descendiente en comun (McPartland, 2004).
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2.3 Estimulaciéon Magnética Transcraneal

La Estimulaciéon Magnética Transcraneal (EMT) es una técnica no invasiva para la estimulacién eléctrica
de tejido neuronal, incluyendo corteza cerebral, raices espinales y nervios periféricos, asi como nervios
craneales (Kobayashi y Pascual-Leone, 2003). La EMT genera un campo magnético intenso y de corta
duracién, creado por una corriente eléctrica fuerte circulando a través de una bobina colocada en el
cuero cabelludo, penetrando hasta el tejido neuronal sin producir dolor. Si la amplitud de la corriente,
duracién y direccidn son adecuadas, se induce en el cerebro (o raices espinales o nervios) una corriente
eléctrica que puede despolarizar o hiperpolarizar neuronas o sus axones (Rossini y Rossi, 2007).

2.3.1 Resumen Historico del estudio de la EMT

Desde el siglo XX, se sabe por estudios realizados en animales no humanos, que aplicar pulsos eléctricos
en tejido nervioso genera un cambio en la excitabilidad neuronal. Estos primeros experimentos no se
realizaban en humanos debido a que para estimular el tejido nervioso era necesario remover el craneo
y dejar expuesto el cerebro (Klomijai et al., 2015). Un gran avance hacia el desarrollo de la EMT ocurrié
cuando Merton y Morton encontraron que un pulso con un voltaje eléctrico alto, aplicado sobre el cuero
cabelludo, podia penetrar suficientemente la resistencia del craneo y excitar la corteza motora. Esto
abrio paso a la experimentacion en sujetos normales y en pacientes. Sin embargo, este tipo de
estimulacion, aunque era segura, también era un poco dolorosa, sinti€éndose como un golpe en la cabeza.
El dolor era causado por la activacidon de fibras de dolor en el cuero cabelludo (Hallett, 2000). Esta técnica
era conocida como Estimulacion Eléctrica Transcraneal (EET). El pulso eléctrico era dado por dos
electrodos colocados sobre el cuero cabelludo, conectados a un condensador cargado a 2000 V. La EET
producia un espasmo en el musculo del brazo contralateral. Con esta técnica, sélo una porcién de la
corriente pasaba a través del cuero cabelludo y llegaba hasta la corteza (Klomjai et al., 2015).

Fue en 1985 cuando la Estimulacion Magnética Transcraneal (EMT) fue introducida por Anthony Barker
y asociados. Esta técnica ya no causaba molestias significativas en los pacientes, aumentando las
aplicaciones en la investigacion. Desde la primera demostracion del uso de la EMT en 1985, se ha
utilizado esta técnica ampliamente para estimular nervios periféricos y tejido nervioso en estudios que
investigan el control motor, desordenes de movimiento, visién, atencién, memoria, lenguaje, epilepsia,
depresion, infarto cerebral, dolor, plasticidad, traumatismo craneoencefalico, entre otras aplicaciones
(O’ Sheay Walsh, 2007). En 2008 la EMT fue aprobada para el tratamiento de depresion por la FDA. La
mayoria de sus otros usos potenciales sigue en fases experimentales (Lopez-lbor et al., 2008).

2.3.2 Fundamento de la técnica

La EMT se basa en el principio de induccion electromagnética. Michael Faraday demostrd que cuando
una corriente eléctrica pasa por un cable conductor, se genera un campo magnético variante en el
tiempo (de forma perpendicular el campo eléctrico). Si un segundo cable es puesto en las cercanias, el
campo magnético induce un flujo de corriente eléctrica en el segundo cable. En la EMT, el “primer cable”
es la bobina estimuladora, mientras que el “segundo cable™ es la region blanco del cerebro (O’ Sheay
Walsh, 2007).
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En la EMT, un pulso de corriente eléctrica es producido en una bobina de alambre, Ilamada bobina
magnética, la cual es colocada sobre el cuero cabelludo. La bobina genera un campo magnético que
pasa perpendicularmente al plano de la bobina. El campo magnético induce a su vez un campo eléctrico
perpendicular. La bobina mas comunmente utilizada en la EMT tiene una figura de 8. Las bobinas en
forma de 8 son mas focales, produciendo una corriente maxima en la interseccién de los dos
componentes redondos (Hallett, 2000). En resumen, la bobina se coloca sobre el cuero cabelludo y el
campo magnético resultante pasa a través del craneo e induce un campo eléctrico en la corteza cerebral.
El efecto deseado es estimular la actividad neuronal y cambiar la excitabilidad y organizacion de la
comunicacion neuronal en la region estimulada (O'Shea y Walsh, 2007).

Los pulsos generados por la bobina en la EMT pueden ser aplicados en diferentes intensidades y
frecuencias (Hz), asi como en forma de pulsos Unicos o a manera de pulsos repetitivos (llamada EMT
repetitiva). Dependiendo de los pardmetros de estimulacién se determina si los efectos en la corteza
son excitatorios o inhibitorios. La EMT repetitiva (EMTr) de baja frecuencia (1 Hz) tiene el efecto de
reducir la excitabilidad cortical, incluso después de que los pulsos de la bobina de la EMT han terminado,
mientras que la estimulacion de alta frecuencia (> 5 Hz) incrementa la excitabilidad neuronal (también
por periodos posteriores a la estimulacién). Existe otro tipo de EMT que ha surgido recientemente,
llamada estimulacion de rafaga theta, que aplica trenes de 50 Hz en rafagas cada 200 milisegundos. Este
tipo de estimulacion tiene el efecto de reducir la actividad cortical por un periodo posterior a la
estimulacion (O'Shea y Walsh, 2007). En general la EMT de pulsos Unicos es utilizada para explorar la
funcidn cerebral, mientras que la EMTr se usa para inducir cambios en la actividad cerebral que puedan
durar tiempo después de la estimulacién (Klomjai et al., 2015).

2.3.3 Mecanismo de accion

Los mecanismos exactos por los cuales la estimulaciéon de alta y baja frecuencia trabajan son
desconocidos, pero aparentemente funcionan por mecanismos parecidos a la potenciacion a largo plazo
(PLP) y la depresion a largo plazo (DLP) (Hallett, 2000). La PLP es definida como un incremento en la
fuerza sinaptica, mientras que la DLP refleja un decremento en la fuerza sinaptica. Los mecanismos de
la DLP son inducidos por estimulaciones de baja frecuencia en un tiempo prolongado (60 — 600 pulsos),
mientras que la PLP ocurre en trenes de estimulacion en altas frecuencias (Klomjai et al., 2015). La DLP
también se puede inducir en una situacion donde la estimulacién de una neurona postsinaptica es
seguida de la estimulacién de una neurona presindptica dentro de 10 milisegundos, mientras que la PLP
se puede inducir en la situacidon donde la estimulacion de una neurona presindptica es seguida por una
estimulacidon de una neurona postsindptica en menos de 10 milisegundos (Chervyakov et al., 2015).
Adicionalmente, estudios en animales tratados con EMT sugieren una modulacién de
neurotransmisores e induccidn genética que puedan contribuir a los mecanismos de PLP y DLP
(Kobayashi y Pascual-Leone, 2003).

La via y fuerza del campo eléctrico generado en el cerebro por la EMT depende de factores fisicos y
bioldgicos, como laforma'y la orientacion de la bobina; intensidad, frecuencia y patron de estimulacion;
excitabilidad de elementos neuronales (Klomjai et al., 2015). La extensidon precisa de la activacion
neuronal es desconocida, pero se sabe que varia con la intensidad de la estimulacion (Hallett, 2000).
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2.3.4 Aplicaciones de la EMTr

En varios estudios se ha mostrado el uso potencial de la EMTr en el tratamiento de distintas patologias.
El tratamiento mas estudiado de la EMTr (de alta y baja frecuencia) es su aplicacién contra la depresion,
observandose beneficios en hasta un 40% de los pacientes con depresion resistente a tratamientos
(Kobayashi y Pascual-Leone, 2003).

Las aplicaciones de la EMT en el TCE podrian ser benéficas: en el TCE hay, entre otras cosas, un
desbalance en la excitabilidad neuronal provocada por la liberacion de glutamato que provoca
excitotoxicidad. Siendo la EMT de baja frecuencia una técnica que reduce la excitabilidad neuronal, esta
podria usarse para disminuir los dafios asociados al TCE. Muchos de los actuales tratamientos para el
TCE son de escasa eficacia, recalcando la importancia de que surjan tratamientos adicionales para
combatir los efectos adversos del TCE. La EMTr podria ser una herramienta extra para minimizar el dafio
secundario en un evento de TCE. Una de las mayores ventajas de la EMTr es su seguridad, la facilidad
de administracién y la ausencia de efectos adversos mayores. Los mayores efectos adversos reportados
con la EMTr son dolores de cabeza e irritacion del cuero cabelludo (Dhaliwal et al., 2015).

Hay que destacar que no todos los estudios utilizan a la EMT para tratar enfermedades, sino que
también tratan de buscarle mas aplicaciones, como mejorar los tiempos de reaccién de una persona,
mejorar la memoria, aumentar la resistencia a la privacion de suefo, mejorar el aprendizaje y aumentar
las habilidades artisticas (Rossini y Rossi, 2007).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar los cambios en la expresion de los receptores a endocannabinoides CB;1 y CB; en corteza cerebral
de ratas con traumatismo craneoencefalico tratadas durante 7 dias con estimulacién magnética
transcraneal repetitiva de 1 Hz.

3.2 Objetivos particulares

- Examinar los cambios en los niveles de expresion de los receptores CB1 y CB, en corteza cerebral
de ratas sin TCE inducidos por la EMTr de 1 Hz.

- Medir los niveles de receptores CB1y CB; en corteza cerebral de rata por medio de analisis de
Western blot y RT-PCR.

- Inducir un traumatismo craneoencefalico en la corteza motora de ratas utilizando un modelo de
caida de peso y estimar los cambios que la lesion produce en la rata, tanto a nivel fisico
(midiendo su peso y consumo de alimento y agua) como en su funcién motora (estimado por la
escala NSS-r).

- Evaluar el efecto que tiene la EMTr de 1 Hz en los cambios fisicos y la funcion motora de ratas
con lesién traumatica.

4 Justificacion

El TCE es un padecimiento que afecta mundialmente a unas 69 millones de personas y es la principal
causa de morbi-mortalidad en menores de 45 afios (Pink et al., 2019; Rovegno et al., 2012). Gracias al
desarrollo de nuevos tratamientos contra el TCE, se ha logrado que el indice de mortalidad disminuya
de un 50% a un 20-30% en las ultimas 3 décadas después de un TCE severo en paises desarrollados
(Amouzeshi y Pourbagher-Shahri, 2019), por lo que investigar e implementar nuevas estrategias
neuroprotectoras, como la EMTr y activadores del SE podrian seguir mejorando los pronésticos de los
pacientes con TCE. Actualmente no existen tratamientos especificos efectivos que eliminen el dafio
secundario del TCE (Rovegno et al., 2012).

El SE se activa en el SNC ante un TCE ejerciendo efectos neuroprotectores (Amouzeshi y Pourbagher-
Shahri, 2019; Magid et al., 2019; Schurman y Lichtman, 2017). Ante este tipo de lesién el SE ayuda a la
recuperacion por distintas vias: regula respuestas inmunoldgicas, de inflamacién y oxidacidén; controla
la actividad de la glia; reduce cascadas de neurotoxicidad; reduce apoptosis, neurodegeneracion y
volumen del area lesionada; protegen contra cambios estructurales; ayuda a regular el flujo sanguineo
cerebral; auxilia contra déficits motores; induce hipotermia (baja ritmo metabdlico y demanda de
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oxigeno), sugiriendo que este sistema enddgeno sea un blanco terapéutico para tratar dafios asociados
al TCE (Amouzeshi y Pourbagher-Shahri, 2019; Kano et al., 2009; Magid et al., 2019; Pacher y Hasko,
2008; Schurman y Lichtman, 2017).

Por otro lado, la EMTr produce cambios en el cerebro que ayudan a la recuperacién después de un TCE,
tales como reducir la excitabilidad neuronal; modular la plasticidad sinaptica (a través de mecanismos
similares a la PLP y la DLP); controlar la actividad metabdlica de neuronas; mejorar la funcién motora;
reducir la inflamacién y muerte neuronal; aumentar factores neuroprotectores como BDNF; aumentar
la expresion de genes relacionados a neuroproteccion (Ljubisavljevic et al., 2015; Nardone et al., 2020).

En humanos se ha confirmado que la EMTr ayuda en la mejoria de sintomas producidos por el TCE, tales
como: pérdida de conciencia, deterioros cognitivos, depresion, disfuncion auditiva y visual, mareos
crénicos, disfuncion motora, dolor de cabeza, afasias, atencidn visual-espacial y mejora la calidad de
vida (Nardone et al., 2020; Pink et al., 2019), por lo que es prometedor para retrasar o revertir
mecanismos de dafio neuronal que surgen por el TCE. Una de las mayores ventajas de la EMTr es su
seguridad, la facilidad de administracion y la ausencia de efectos adversos mayores (Dhaliwal et al.,
2015).

Pocos estudios (y con muestras pequefias) han utilizado la EMTr de 1 Hz para tratar el TCE, pero existe
evidencia de que esta frecuencia es benéfica en el tratamiento de esta enfermedad, observiandose
mejoras en conducta, depresion, audicidn y visidn (asociadas a TCE) (Chantsoulis et al., 2017; Hara et
al., 2017; Jones et al., 2018; Kreuzer et al., 2013; Lee y Kim, 2018; Nielson et al., 2015; Pachalska et al.,
2011). Ademas, se sabe que la EMTr de 1 Hz suprime el flujo sanguineo y el metabolismo del area
estimulada en la corteza motora (Kobayashi y Pascual-Leone, 2003). Este ultimo mecanismo se asemeja
al efecto de la hipotermia, que es un mecanismo probado de neuroproteccién ante un TCE (Estrada Rojo
et al., 2012). Ademas. se propone que la EMTr de baja frecuencia es mas segura que la de alta para
tratar TCE por su menor probabilidad de inducir un episodio epiléptico (Nardone et al., 2020; Pink et al.,
2019).

Por ultimo, se ha encontrado en modelos murinos que la EMTr ejerce al menos algunos de sus efectos
por medio del SE, aumentando la expresion de CB1 (Wang et al., 2014a); elevando niveles de 2-AG (Fang
y Wang, 2018); modificando niveles de enzimas del SE, como la DAGL, MAGL, NAPE y FAAH (Xue et al.,
2019); y regulando a la alta la expresidn de genes relacionados al SE (Ljubisavljevic et al., 2015). Estos
estudios se han realizado en otras regiones del cerebro (no en corteza cerebral), con otros parametros
de estimulacién y para el tratamiento de otras enfermedades (como depresién). Siendo este el primer
estudio a nuestro conocimiento que relacione la EMTr (1 Hz) con el papel del SE en un modelo animal
de TCE, esperamos obtener los primeros resultados que indiquen si esta frecuencia se puede utilizar
para el tratamiento de TCE y el papel que juega el SE en este modelo.

Pregunta de investigacion: ¢ Qué cambios existen en la expresion de los receptores a endocannabinoides

CB1y CB; en corteza de cerebros de rata con traumatismo craneoencefalico tratadas con estimulacion
magnética transcraneal repetitiva de 1 Hz?
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5 Hipoétesis
Si se aplica una estimulacion magnética transcraneal de 1 Hz en la corteza de cerebros de ratas con

traumatismo craneoencefalico se observara un aumento en la expresion de receptores a cannabinoides
CB1y CB;debido al cambio de excitabilidad neuronal inducido por la EMT.

6 Método

Se utilizaron 63 ratas (Rattus norvegicus) machos de la estirpe Wistar con un peso de aproximado de
200g. Estas ratas tenian agua de filtro y alimento ad libitum. Se mantuvieron bajo un fotoperiodo de
12h luz y 12h oscuridad (8 AM a 8 PM). Los animales se distribuyeron en 7 condiciones experimentales.
Estas 7 condiciones estaban subdivididas en 2 grupos, 1) control y 2) traumatismo (Figura 6.1). La linea
del tiempo del experimento se puede observar en la figura 6.2.

Recibe el protocolo de traumatismo y se estimula con la bobina Sham.

G ru pOS contro I Recibe el protocolo Recibe el protocolo de TCE y

de traumatismo. de EMTrde 1 Hz.

Sin ningdn Recibe el protocolo Gru pos de trauma’“smo
tratamiento de estimulacion pero
experimental con una bobina sham.
Esta bobina
no produce

el campo magnético

Reciben en el craneo del animalf | Al momento d? la cirugia '
el protocolo de debido a su sélo se expone el craneo del animal.
EMTr de 1 Hz. No sufre la lesién traumatica,

conformacion.

pero si recibe la anestesia.

Figura 6.1: Grupos y condiciones de ratas del protocolo experimental.

Cada condicidon constaba de 9 ratas, de las cuales 3 se utilizaron para analisis por PCR y 6 para analisis
de Western blot (minimo ndmero de casos para tener obtener resultados significativos y asi reducir el
uso de animales). Este cdlculo se obtuvo mediante el software G*Power (versién 3.1.9.2). Los calculos
se hicieron con los siguientes valores: error tipo | o error a < 0.05, error tipo |l o error 8 = 0.08, tamano
de efecto d=1; arrojando la cantidad de sujetos necesarios por grupo (6 para Western blot y 3 para RT-
PCR).
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Los animales se obtuvieron de la unidad de bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Las ratas se alojaron en jaulas individuales de acrilico transparente con
medidas de 34 cm x 24 cm x 16 cm, con camas de viruta de madera de pino blanco y tapadas con una
rejilla de acero inoxidable. Recibian alimento en forma de pellets (Rodent Laboratory Chow 5001). Las
condiciones del bioterio, la manipulacidon de animales y la metodologia estaban aprobadas y seguian los
lineamientos de la Comisién de Etica y Responsabilidad Cientifica de la Facultad de Ciencias (CEARC) y
la NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso de los animales de
laboratorio).

del 201 léléléléﬁ)ll?l%-?l?l?l )
experimento Western

Blot

Dia 7-14: EMTr de 1 Hz por

10 minutos

Figura 6.2: Linea del tiempo del protocolo experimental.

6.1 Restriccion de movimiento

Durante 7 dias previos a la EMT se restringié el movimiento de las ratas utilizando tubos de acrilico de
30 cm de largo con un didmetro de 7 cm (figura 6.3), durante 15 minutos con el objetivo de disminuir el
estrés al momento de la estimulacidn con la bobina. Para la EMT se colocd a la rata en las mismas cajas
de restriccion de movimiento colocadas bajo una bobina de estimulacién magnéticatranscraneal.
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Figura 6.3: Tubo de restriccion de movimiento. Los tubos se colocaron de esta misma manera para
aplicar la EMTTr.

6.2 Conducta NSS-r

Se evaluaron a las ratas por medio de la escala de severidad neuroconductual revisada (NSS-r) (Yarnell
etal., 2016), tomando en cuenta solo las 5 pruebas motoras de esta escala debido a que nuestro modelo
de TCE solo se enfocd en el aspecto motor. Esta escala consistio en 5 pruebas: balance general, prueba
de aterrizaje, prueba de levantamiento por la cola, prueba de arrastre y reflejos correctos. En cada
prueba se puede obtener los siguientes resultados: 0 cuando se realiza la prueba de manera normal; 1
cuando se realiza la prueba parcialmente correcta; 2 para cuando se realiza la prueba de manera
comprometida (sin respuesta). La escala se aplicd en los siguientes tiempos (11:00 AM): previo al TCE,
24 horas posterior al TCE, 72 horas posterior al TCE y 168 horas posterior al TCE.

6.3 TCE

Se produjo la lesion del TCE al dia 7 del experimento a las 13:00 horas. Para el TCE se utiliz6 unmodelo
de TCE cerrado tipo “closed head injury”, particularmente del tipo "weight drop model” o por caida de
peso que permite tener un control fino sobre el tamaiio y la profundidad de la lesién y que se
circunscribe a un area cerebral reducida. Se realiz6 empleando un dispositivo que consta de un pistdn
metalico conectado a un compresor de aire con presién regulable que esta adaptado a un sistema de
coordenadas esterotaxicas (figura 6.4), permitiendo realizar una lesién traumatica por impacto directo
sobre el craneo del animal previamente anestesiado. Para este estudio se utilizé una presion de 40 psi,
a una profundidad de 6 mm; usando las coordenadas estereotdxicas anteroposterior: 2mm, lateral: -
1.4mm con relacién a bregma correspondiente a la corteza motora. Este procedimiento se realizé bajo
anestesia (isofluorano, via de administracion por inhalacién: Induccion 5% CAM, mantenimiento 2% y
02 corriente 400 a 600 ml).

Un dia previo al dia del TCE y un dia posterior al TCE se midid el peso de los animales, asi como el
consumo de alimento y agua de todos los grupos de ratas.
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Figura 6.4: Dispositivo con el que se realizo el TCE

6.4 EMTr de baja frecuencia

Del dia 7 al dia 14 del experimento se estimularon a las ratas con una frecuencia de 1 Hz y potenciadel
70% del estimulador durante 10 minutos, una vez al dia a las 2 PM. Para esta estimulacion se utilizé un
sistema electrénico (EMAGPRO 12) disefiado y desarrollado por ingenieros del Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del IPN (figura 6.5). El sistema consiste en una bobina en forma de 8 (figura 6.6).
Durante la estimulacidn las ratas permanecian en las cajas de restriccion.

.......

.....

Figura 6.5: Estimulador EMAGPRO 12.
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Figura 6.6: Bobina de estimulacion. Del lado izquierdo se observa la bobina de estimulacién y del lado
derecho la bobina Sham, donde la disposicion del cableado estd arreglada de tal manera que no se
genera un campo magnético

6.5 Extraccion de estructuras

Al dia 14 del experimento se sacrificaron las ratas (anestesiandolas con 150-200 mg/kg de pentobarbital
sddico) y se obtuvo la corteza cerebral ipsilateral y contralateral (en relacidon con el TCE) para su posterior
cuantificacion por medio de Western blot y RT-PCR para evaluar la expresion de los receptores a
endocannabinoides CB; y CB;. Para el caso del Western blot, las estructuras cerebrales se
homogenizaron inmediatamente después de ser extraidas con buffer de fosfato salino (PBS) e
inhibidores de proteasas. Para el PCR las muestras de corteza se homogenizaron conTRIzol.

6.6 Cuantificacion de receptores CB1yCB:
6.6.1 Ensayo de Western Blot

Para determinar la expresion de los receptores CB1y CB,, se sacrificéd al animal y se disecé el tejido
(corteza motora), se congelé a -70°C, se homogenizé en un buffer de Tris-HCI, con inhibidores de
proteasas (aprotinina 3mg/ml, DTT IM y PMSF 13.9 mg/ml) se centrifugd a 600 g a 42C por 10 minutos.
El sobrenadante se centrifugd a 39,000 g por 15 minutos a 4°C. Se separé el sobrenadante del
precipitado y se tomaron 5 uly 2 ul respectivamente para llevar a cabo la cuantificacion proteica por
medio del método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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Se tomaron 60 pg de proteina del tejido y se mezclo 1:1 con buffer de cargado, se calentd la muestra a
952 C durante 5 minutos en un horno Thermolyne antes de cargar las muestras en geles de
poliacrilamida adicionado con SDS (SDS-PAGE) al 7.5%.

Se llevo a cabo la electroforesis de los geles a 150 V hasta que el frente de corrida llegd a 2 mm del
extremo inferior del gel (aproximadamente dos horas). Los geles resultantes fueron transferidos a una
membrana de PVDF (Membrana Immobilon-P de 0.45 micras) a 150 mA, durante 1 hora a 42 C. La
membrana se tifid con rojo de Ponceau S para verificar la transferencia.

La membrana pasé por 3 lavados con PBS 1X-Tween20 al 0.3%, antes de ser incubada con PBS 1X-Tween
20 al 0.3%, leche baja en grasa al 20% y suero normal de cabra al 8%, para su bloqueo, por 60 minutos
en agitacidén a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd una noche a 42 C en esta solucidn de
bloqueoy el anticuerpo anti CB1(1:500, Gene Tex) o anti CB;(1:500, Gene Tex). Pasado esto, la membrana
se lavd 3 veces por 5 minutos con PBS 1X-Tween 20 al 0.3% y se incubd por 1 hora a temperatura
ambiente con PBS 1X-Tween20 al 0.3% y anticuerpo secundario (IgG anti-conejo hecho en cabra,
peroxidado, Biocare) 1:2000. Se realizaron 3 lavados con PBS 1X-Tween 20 al 0.3%, por 5 minutos cada
uno y un lavado con PBS 1X durante 5 minutos. La membrana se revelé con diaminobencidina (DAB) 50
mg/ml en PBS 1X + H,0; al 30%. La sefial éptica generada por este ensayo se analizd por medio del
programa Imagel 1.52n, se normalizé utilizando una banda de proteina de la membrana de nitrocelulosa
de la tincidn de rojo de Ponceau S; el peso molecular de la banda del rojo de Ponceau S era el mismo
para todos los geles, pero cada muestra era normalizada con su propio control del rojo de Ponceaus.

6.6.2 Ensayo de RT-PCR

Este ensayo sirve para analizar la concentracién de ARN, mediante la técnica de Reaccién en Cadena de
la Polimerasa con Transcriptasa Reversa (RT-PCR). Para llevar a cabo la extraccion del ARN, se
homogenizaron 100 mg de tejido en 1 ml de TRIzol, se le afiadié 100 ul de cloroformo y se centrifugd a
12,000 g durante 10 minutos. Se recuperd la fase acuosa y se le afiadié 250 pl de alcohol isopropilico,
se centrifugd a 12,000 g durante 10 minutos y se lavd con 500 pl de etanol al 75% y se obtuvo el RNAt
al centrifugarlo a 7500 g por 5 min. La integridad del RNA se confirmd en un gel de agarosa al 1%. El
ARN obtenido se cuantificd midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm.

Para el RT-PCR se uso el kit de la compafiia Accesolab (SS ONE STEP RT-PCR WITH PLATINIUM TAQ). Se
tomaron 2 ug de RNAt, se aforé a 5 pl con agua estéril y se realizé el RT-PCR agregando a cada tubo con
el RNA: 5 ul de agua, 12.5 ul de buffer 2x, 1 pl de sulfato de Mg 5X, 0.5 pul del oligo antisentido CB1 (5’-
ATGCTGTTGTCTAGAGGCTG-3"), 0.5 ul de la mezcla de oligos CB1 (sentido: 5’CATCATCATCCACACGCTCAG-
3’ y antisentido) y 0.5 pl de RT/TAQ. Y para medir el CB; se utilizaron los oligos antisentido
(5’AGAACAGGGACTAGGACAAC-3’) y oligo sentido (5'-GGAGTACATGATCTTGAGTGAT-3’).

Como control interno para asegurar la calidad del ARN, también amplificamos ciclofilina, utilizando los
oligonucledtidos sentido 5’-AGACGCCGCTGTCTCTTTTCG-3' vy antisentido 5’-CCACAC AGT
CGGAGATGGTGATC-3’ (Sigma-Aldrich Quimica). La sefial Optica generada por este ensayo (andlisis
densitométrico) se realizd por medio del programa ImagelJ 1.52n. La sefal éptica se normalizo utilizando
la sefial generada por cada muestra en la amplificacién de ciclofilina.
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6.7 Analisis estadistico

Se realizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para probar la distribucién normal de los datosobtenidos
para peso, consumo de alimento, consumo de agua, Western blot, PCR y escala NSS-r. Los resultados se
reportaron como promedio + error estdndar de la media (EEM). Las diferencias significativas fueron
determinadas usando ANOVA de 2 vias de medidas repetidas y una prueba post-hoc de comparacion
multiple de Bonferroni-Dunn. Los valores de p menores a 0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa GrahPad Prism8.4.3.
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7 Resultados y discusion

7.1 Peso de los animales

Peso de las ratas
400 ns

B 24 horas previo al TCE
I Diadel TCE
Bl 24 horas posterior al TCE

100
0_
.éo\ \Q(l' (\ﬁ& Q'b& &oQ’ (\0& \Q(P
oo° @ (& Q:'o <2 é\\
S L &2
LA
& K

Figura 7.1. Peso de las ratas 24 horas previo al dia del TCE, el dia del TCE y 24 posterior al dia del
TCE. Las barras representan el promedio + error estdndar de la media.
n=9
ns = no significativo.

Con el fin de comparar el efecto de la condicidon experimental en el peso de los animales (24 horas antes
del dia del trauma, en el dia del trauma y 24 horas posteriores al dia del trauma), se realizé una ANOVA
de medidas repetidas de dos vias, No se encontrd diferencia significativa en ninguno de los dias a un
nivel de p<.05 [F(12,112)=0.6695, p=0.7773].

El peso en todos los animales con TCE aumentod a las 24 horas posteriores al TCE. Esto no era lo esperado
ya que en otros estudios de nuestro laboratorio (Estrada-Rojo et al., 2018; Martinez-Vargas et al., 2012;
Verdugo-Diaz et al., 2017) -con protocolos de TCE similares- han observado que 24 horas posterior al
TCE ya se puede observar una diferencia significativa de pérdida de peso en comparacidn a las ratas sin
TCE. Ademas, solamente se registro el peso de las ratas durante el dia posterior a TCE. Para protocolos
futuros seria interesante darle un mayor nimero de dias al seguimiento del peso de lasratas.
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7.2 Consumo de alimento

Consumo de alimento
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Figura 7.2. Alimento consumido 24 horas previo al dia del TCE y 24 horas posterior al dia del TCE.
Promedio + error estdndar de la media. n =9

Con el fin de comparar el efecto de la condicidon experimental en el consumo de alimento (24 horas
antes del dia del trauma y 24 horas posteriores al dia del trauma) de las ratas, se realizé un ANOVA de
medidas repetidas de dos vias. Se encontraron diferencias significativas dependientes del tiempo en el
consumo de alimento de las ratas [F(1,56=9.148, p=0.0038]. Un analisis de comparacién multiple
utilizando la prueba de Bonferroni-Dunn mostré una diferencia significativa entre el consumo previo y
el posterior en las condiciones de TCE (p=0.0400) y TCE+EMT Sham (p=0.0484).

Los animales del grupo control (condiciones: control, EMT 1 Hz, EMT Sham y TCE Sham) no mostraron
cambios significativos en el consumo de alimento previo y posterior al dia del TCE. En cambio, los
animales de los grupos de TCE (condiciones: TCE y TCE+EMT Sham) si mostraron una diferencia
significativa entre el consumo previo y posterior, observandose un consumo menor el dia posterior al
TCE. La condicion TCE+EMT 1 Hz no muestra esta disminucién de consumo de alimento, teniendo un
comportamiento similar a los grupos control.

Se ha observado en un protocolo de TCE similar en nuestro laboratorio que después de un TCE existe
un decremento significativo en el consumo de comida (anorexia) desde las 24 horas posterior al trauma
(Martinez-Vargas et al., 2012). Aunque en nuestro protocolo solamente se midié el consumo 24 horas
posterior al trauma, se ha visto en otros protocolos de nuestro laboratorio que este decremento en el
consumo de alimento posterior a un TCE en ratas se mantiene por dias posterior al evento traumatico
(Martinez-Vargas et al., 2012; Verdugo-Diaz et al., 2017), por lo que también se debe de estudiar el
consumo de alimento por mas dias en futuros experimentos.

Con estos resultados estamos observando un efecto positivo de la EMT de 1 Hz en el TCE: se observa
gue estas ratas no disminuyen su consumo de alimento de manera significativa entre su consumo previo
y posterior al TCE, en comparacion con las ratas de las condiciones de TCE y TCE+EMT Sham. Seria
interesante registrar el consumo por mas dias después de la lesidén traumatica y ver si estos efectos se
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mantienen ya que este resultado solo se registré con solo un dia de estimulacion de 1 Hz. Sin embargo,
se ha registrado en humanos que la EMT de 1 Hz tiene efectos inmediatos en diversos protocolos de
estimulacion de la corteza prefrontal donde se observa el cambio del flujo sanguineo en la regién
estimulada y otras regiones conectadas a esta corteza (incluyendo regiones subcorticales) con solo un
tren de estimulacién de unos cuantos minutos (de 6 a 30 minutos) (Kimbrell et al., 2002; Li et al., 2004;
Loo et al., 2003).

7.3 Consumo de Agua
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Figura 7.3: Agua consumida 24 horas previo al dia del TCE y 24 posterior al dia del TCE. Promedio +
error estdndar de la media. n= 9.

Con el fin de comparar el efecto de la condicidon experimental en el consumo de agua (24 horas antes
del dia del traumay 24 horas posteriores al dia del trauma) de las ratas, se realizé un ANOVA de medidas
repetidas de dos vias. Se encontraron diferencias significativas del tiempo de agua consumida de las
ratas [F(1,56)=1.608, p=0.0043]. Un andlisis de comparacién multiple utilizando la prueba de Bonferroni-
Dunn mostré una diferencia significativa entre el consumo previo y posterior en la condicidon de TCE
(p=0.0026).

En otro protocolo de TCE similar de nuestro laboratorio (Martinez-Vargas et al., 2012) se ha reportado
qgue a las 24 horas del TCE existe un decremento significativo en el consumo de agua en ratas con lesidn
traumatica. En forma similar en nuestro experimento las ratas de la condicién de TCE se observa un
claro decremento en el consumo de agua. Por otro lado, se esperaba que las ratas de la condicidn
TCE+EMT Sham también mostraran un decremento en el consumo de agua, asi como lo hicieron en el
consumo de alimento. Las ratas del grupo TCE+EMT 1 Hz no mostraron diferencia significativa en su
consumo de agua previo en comparacion con el consumo posterior. Esto también nos indica un efecto
protector de la EMT de 1 Hz a las 24 horas del TCE con un solo tren de estimulacion de 10 minutos.
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Como se discutio en el resultado anterior (consumo de alimento), se ha demostrado que la EMT de 1
Hz produce efectos inmediatos con solo unos minutos de estimulacién (Kimbrell et al., 2002; Li et al.,
2004; Loo et al., 2003)

7.4 Western Blot

7.41 CB4

CB1 Western Blot

$
20+
_E M Contralateral
o
M Ipsilateral
E 15 =
=
| =
5 10
E *p=<0.05
=3 # #
5 B = #p<0.05
= *i i
@ Saad'Y i
g
= > 3 & &
$$0 R “,h_-(':‘ 1@@ e *(\'b& S
P .§5‘ «G.- Qf"" ,\ﬂs \{\
o S s &
& <« & &
7N
& A

Figura 7.4: Niveles normalizados de la expresion del receptor CB; en corteza de ratas en andlisis de
Western blot. Promedio + error estdndar de la media. Se muestran los datos cuantificados para la
corteza contralateral (barras azules) e ipsilateral (barras rosas). Los datos con * mostraron diferencias
significativas en comparacion con la condicion de EMT 1 Hz. Los datos con # mostraron diferencias
significativas en comparacion con la condicion de TCE+EMT 1 Hz. n=4

Con el fin de comparar el efecto de la condicidon experimental en el nivel normalizado de la expresion
del receptor CB1 en las cortezas cerebral contralateral e ipsilateral, se realizé un ANOVA de medidas
repetidas de dos vias. Se encontraron diferencias significativas dependientes de la condicidn
experimental [F42=11.88, p<0.0001]. Un analisis de comparacién multiple utilizando la prueba de
Bonferroni-Dunn mostré diferencias significativas entre las siguientes condiciones:

EMT 1 Hz vs. control (p=0.0207) y vs. TCE Sham (p=0.0202);

TCE+EMT 1 Hz vs. control (p=0.0065); vs. TCE Sham (p=0.0063); vs. EMT Sham (p=0.0189) y vs. TCE
(p=0.0269).
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Podemos observar que la EMT de 1 Hz produce un aumento en la expresion de los receptores CB1 en
ambos hemisferios de la corteza cerebral, tanto en ratas controles como en ratas con TCE. CB; esta
asociado a proteccion en demanda contra la excitotoxicidad en el SNC después de una lesidn cerebral
(Magid et al., 2019), por lo que este aumento en la expresidon en nuestro modelo en principio es algo
favorable.

Pocos estudios han explorado la relacidn entre el receptor CB1y la EMTr, pero existe evidencia de que
este receptor puede mediar al menos en parte algunos de los efectos de la EMTr. Se ha encontrado en
modelos de depresion en rata que la EMTr de alta frecuencia aumenta los niveles de CB; en hipocampo
(Fang y Wang, 2018; Wang et al., 2014a; Xue et al., 2019). Uno de los pocos estudios que utilizan EMTr
de 1 Hz para observar sus efectos sobre CB; es el de Xue et al., (2019), que encontré en un modelo de
depresion en rata que la EMTr de 1 Hz aumenta los niveles de proteina CB; en hipocampo, aunque este
incremento no fue estadisticamente significativo como si lo fue con la estimulacién de 5 Hz. El estudio
de Xue concluye que las diferencias observadas en la expresion de CB; se deben, ademas de la
frecuencia utilizada, a la intensidad del campo generada por la bobina (0.84 T 0 1.26T), por lo que para
futuras investigaciones de nuestro laboratorio se podrian explorar los efectos de la EMTr a diferentes
intensidades utilizando la misma frecuencia de estimulacién.

En cuanto a ratas de la condicidon TCE, no encontramos que la lesion produjera un aumento significativo
en la expresion del receptor en comparacion con la condicion control. Esperabamos observar un
aumento en el nivel de CB;1 ya que en un protocolo de nuestro laboratorio de TCE en rata se reportd un
incremento en la expresion de CB1 y CB2 en el hemisferio contralateral a la lesion, 24 horas después del
TCE (Martinez-Vargas et al., 2013). Sin embargo, en otro modelo de TCE por caida de peso en ratén
(lesion moderada) (Lopez-Rodriguez et al., 2015) se observé que de 24 a 72 horas posteriores al
TCE hay una disminucidon en la corteza cerebral del receptor CBi, probablemente

debido a la perdida neuronal causada por la lesidn. La regulacion de CB; en el TCE todavianoes clara
(Zhou et al., 2019). Esta depende tanto de la naturaleza de la lesion como del tiempo al que se
cuantifica el receptor; por ejemplo, este receptor puede aumentar a las 24 horas de la lesion, pero
después de este tiempo puede llegar a niveles basales (Martinez-Vargas et al., 2013). Por esta razén
se debe medir la expresién de CB; a distintos tiempos del dia del TCE, no solo a los 7 dias como en
nuestro protocolo.

En estudios posteriores valdria la pena estudiar qué funcidn esta jugando el SE que es regulado a la alta
por la EMTr de 1 Hz en el TCE. Por ejemplo, falta por estudiar si estos receptores se estan activando. Se
sabe que la activacion de CBi seria benéfico en un modelo de TCE al aumentar la expresién de BDNF
(Wang et al., 2014a), regular la respuesta inmune y mejorar la supervivencia temprana asociada al TCE
(esto ultimo en modelo clinico) (Amouzeshi y Pourbagher-Shahri, 2019). Por otro lado, usar
antagonistas de CB1 o usar ratones KO para este receptor genera peores secuelas después de un TCE
(Lopez-Rodriguez et al., 2013). Ademads, la activacién de vias de sefalizacion relacionadas a CBi
disminuyen la excitabilidad del SNC y bajan la muerte celular por medio del control de la homeostasis
de glutamato, reduciendo su toxicidad (Zhou et al., 2019).

También seria interesante estudiar como la EMTr modifica otros componentes del SE ademas de sus

receptores. Se sabe que la EMTr de alta frecuencia aumenta niveles de 2-AG y reduce niveles de MAGL
en hipocampo de rata (Fangy Wang, 2018). Xue et al (2019) reportaron que la EMTr de 1 Hz aumenta
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niveles de DAGL, NAPE (precursores de endocannabinoides) y reduce niveles de MAGL y FAAH (enzimas
de degradacion de endocannabinoides) en hipocampo en un modelo de depresién en rata (aunque
estos efectos no son tan marcados como con la EMTr de 5 Hz). También existen otros protocolos de
estimulacion que generan cambios en el SE. Por ejemplo, Ljubisavljevic et al., (2015) encontraron que
un protocolo de iTBS (EMTr intermedia de pulsos theta — cuatro bloques de 10 pulsos a 50 Hz, repetido
20 veces en intervalos de 5 Hz-) regula a la alta genes del SE, tales como DAGLA(que codifica para la
enzima de DAGL que participa en la sintesis de endocannabinoides), FAAH (que codifica para la enzima
gue cataliza la degradacion de endocannabinodes) y CNR1 (que codifica para el receptor CB1).

En esta tesis se analizé la expresion del receptor CB1 de manera general en la corteza, pero conocer mas
sobre la naturaleza de estos receptores que estan siendo regulados por la EMT seria muy interesante,
ya que el resultado y efecto de la sefalizacion en el SE depende del tipo celular y la localizacién de las
células blanco (Amouzeshi y Pourbagher-Shahri, 2019; Schurman y Lichtman, 2017). CB1 no solo se
expresa en neuronas, sino que también en astrocitos, oligodendrocitos, microglia y compartimentos
intracelulares como mitocondrias (Zou y Kumar, 2018). El CB: mitocondrial estd asociado a
neuroproteccién en un modelo de rata de isquemia/reperfusion (Ma et al., 2015), por lo que estudiar
esta subpoblacion de este receptor muestra un potencial terapéutico.

Nuestros resultados de WB deben de ser tomados con un poco de precaucién, ya que anticuerpos
confiables para receptores de cannabinoides han sido dificiles de construir (Ashton, 2012). Por ejemplo,
Grimsey et al., (2008) probaron varias marcas de anticuerpos anti CB; comerciales y observaron poca
especificidad para el receptor y deteccidn de proteinas no especificas de pesos moleculares similares al
CB1. Grimsey no solo observo que las diferentes marcas de anticuerpos produjeron diferentes resultados
para CBi, sino que hay resultados distintos para anticuerpos de la misma marca. En nuestro protocolo
no tuvimos problemas mayores con el anticuerpo de la marca gene Tex de CBi, pero si con los
anticuerpos para CB; (ver mas adelante).
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7.4.2 CB:
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Figura 7.5: Niveles normalizados de la expresion del receptor CB2 en andlisis de Western blot en los
distintos grupos experimentales. Promedio + error estandar de la media. Se muestran los datos
cuantificados para la corteza contralateral e ipsilateral. n = 4

Con el fin de comparar el efecto de la condicidon experimental en el nivel normalizado de la expresion
del receptor CB; en las cortezas cerebral contralateral e ipsilateral, se realizé un ANOVA de medidas
repetidas de dos vias. No se observaron diferencias significativas entre las diferentes condiciones
experimentales y la expresion de receptor [F(s,21)=1.571, p=0.2048].

No se encontraron diferencias significativas en la expresién del receptor CB; entre los grupos en el
analisis de Western blot. utilizando la marca de anticuerpos anti CB; gene Tex. La Dra. Yuying Huang de
la Universidad de Texas (MD Anderson Cancer Center) en su laboratorio lleva tiempo sin encontrar
anticuerpos para los receptores a cannabinoides que funcionen correctamente (comunicacion personal).
Otros investigadores del evento: Society for Neuroscience 2019 (Chicago) han tenido problemas al
realizar Western blots de receptores a endocannabinoides (comunicacién personal). Debido a esto,
concluimos que los resultados de WB para CB; no son confiables.

CB; muestra un problema similar al de CB;1, donde producir anticuerpos confiables para este receptor
es una tarea dificil (Ashton, 2012). Ademads, CB; estd mucho menos estudiado que CB1 (Joshi y Onaivi,
2019). Es probable que en condiciones experimentales este receptor sufra de modificaciones e
interactle con otras proteinas. Asi puede encontrarse que el epitopo esté cubierto y eso no permita
gue los anticuerpos puedan unirse en ciertas conformaciones especificas del receptor (por ejemplo,
cuando se activa o se oligomeriza) (Grimsey et al., 2008). En otros modelos experimentales se ha
observado que los anticuerpos para CB; pueden marcar otro tipo de proteinas con peso molecular
similar (Marchalant et al., 2014). Es importante estudiar mds este receptor para realizar anticuerpos
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mas adecuados a las condiciones experimentales, ya que es poco probable que un solo anticuerpo
detecte todas las especies de este receptor (modificaciones post-traduccionales, variantes de splicing,
oligédmeros y productos de degradacion) (Grimsey et al., 2008). Por esta razén es importante que al
realizar un Western blot para CB; en condiciones novedosas, hay que buscar si este receptor se
encuentra en otras bandas del Western blot debido a la expresiéon de isoformas del receptor
(Marchalant et al., 2014).

Atwood y MacKie (2010) proponen que para obtener mejores resultados en el estudio de receptores
CB; se deben incorporar técnicas farmacoldgicas (que dependen de la especificidad de las drogas
usadas), bioquimicas (Western blot y PCR, donde se deben mostrar tejidos de controles positivos como
bazo y preferentemente utilizar 2 o mas anticuerpos contra distintos epitopos), anatédmicas (hibridacién
in situ para informar qué células expresan CB;) e inmunohistoquimica (para identificar localizacion
precisa de CB;).

Sin embargo, se esperaba que los niveles de CB; aumentaran con el TCE ya que este receptor se expresa
en mayores niveles después de algun estimulo patolégico, como neuroinflamacién (Lopez-Rodriguez et
al., 2013, 2015). En un modelo de TCE (moderado) en rata de nuestro laboratorio (Martinez-Vargas et
al., 2013) se encontré un aumento de CB; en la corteza cerebral 24 horas posterior a la lesion. De manera
similar, Lopez-Rodriguez, Acaz-Fonseca, et al., (2015) reportan un aumento de CB; en corteza cerebral
24 horas post TCE (moderado) por caida de peso, en ratén. Estos autores encontraron en su modelo
experimental un aumento en CB;, pero un decremento en CB; en la corteza cerebral. Esto se podria
explicar porque CB; se expresa principalmente en neuronas y después de un TCE hay una pérdida de
estas células; mientras que la mayor expresion de CB; después del TCE podria explicarse por la
activacion y proliferacion de la microglia.

CB; regula muchos procesos patolégicos causados por el TCE, por lo que se considera un blanco
terapéutico. Este receptor funciona como mediador de mecanismos endégenos neuroprotectores que
se expresan posterior a un TCE: tiene un papel importante en la regulacién de la inflamacion, reduce
apoptosis, disminuye disrupcion de la BHE, reduce edema cerebral y activacion de microglia/macréfagos
(Amenta et al., 2012; Amouzeshi y Pourbagher-Shahri, 2019; Magid et al., 2019; Schurman yLichtman,
2017; Zhou et al., 2019).
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7.5 RT-PCR

7.5.1. RT-PCR de CB:

RT-PCR de CB1
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Figura 7.6: Niveles normalizados de la expresion del receptor CB1 en andlisis de RT-PCR en los
distintos grupos experimentales. Promedio + error estdndar de la media. Se muestran los datos
cuantificados para la corteza contralateral e ipsilateral. n =3

Con el fin de comparar el efecto de la condicion experimental en el nivel normalizado de la expresion
del mRNA del receptor CB1 en las cortezas cerebral contralateral e ipsilateral, se realizd un ANOVA de
medidas repetidas de dos vias. No se observaron diferencias significativas entre las condiciones
experimentales y la expresion del mensajero del receptor [F(s,28=0.4416, p=0.8446].

En este analisis no se encontraron resultados consistentes—Creemos que probablemente los niveles de
RNA se normalizaron a los 7 dias del TCE, que fue cuando extrajimos la corteza para el PCR. Seria
conveniente volver a analizar estos resultados, pero extrayendo la corteza a diferentes tiempos;
inmediatamente después del TCE y a diferentes dias posteriores al TCE. Por ejemplo, Lépez-Rodriguez y
Acaz-Fonseca (2015) encontraron que posterior a un TCE los niveles de mRNA de CB; disminuyen
significativamente a comparacién de ratas control en cerebro de rata a las 24 y 72 horas de la lesidn,
pero a las 2 semanas esta diferencia ya no era significativa. La disminucion en el mRNA de CB1 se podria
explicar por la pérdida de neuronas que causa el TCE. Por otro lado, el mismo estudio observé que los
niveles de mRNA de CB; aumentan después de un TCE. Este aumento se observa paulatinamente desde
las 24 horas hasta las 2 semanas (maximo de expresion).

Por otro lado, es posible que la EMTr regule niveles de expresion de RNA de CBi. Xue et al., (2019)

observaron que un tren de EMTrde 5 Hz aumenta la expresion de mRNA de CB; en neuronas y astrocitos
derivados de hipocampo de ratas. Es probable que la EMTr modifique la expresiéon de RNA de CB1, en
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especial porque hay evidencia que puede aumentar la expresion de proteina de CB; en modelos
animales (ver discusidon de Western blot CB1), pero hay poca investigacion en esta area.

7.5.2. RT-PCR de CB:

El PCR de CB; no se pudo realizar ya que los oligonucléotidos no funcionaron. Sabemos que no fue
problema de las muestras ya que el control positivo de esta prueba (ciclofilina) si mostré amplificacién,
mientras que CB, no mostrd ninguna amplificacion (figura 7.7).

Figura 7.7: PCR de CB;. Del lado derecho se observa la amplificacion de ciclofilina (control positivo).
Del lado izquierdo del gel se encontraban las muestras amplificadas para CB,, pero no pudimos
obtener sefial alguna.

Atwood y Mackie (2010) hacen énfasis en la dificultad historica de detectar CB; en SNC: en un inicio se
pensaba que CB; era un receptor que no se expresaba en tejido nervioso debido a que muchos

experimentos fallaban en detectar niveles de mRNA en varias regiones del cerebro, tanto de ratas como
en humanos.

De nuevo, CB; estd mucho menos estudiado que CB1y se desconoce mucho de la estructura genética
de CNR2 y de su regulacién (Joshi y Onaivi, 2019). Las discrepancias de tamafios de mRNA de CB;en la
literatura indican una estructura genética incompleta de CNR2 en diferentes especies o polimorfismos
en la misma especie (Liu et al., 2009).
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7.6 Escala NSS-r
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Figura 7.8: Puntaje en la escala NSS-r. Un puntaje mds alto significa una peor condicion de la rata.
Promedio + error estdndar de la media. Las barras muestran el puntaje obtenido en cada condicion en
los 4 tiempos en que se midio la escala: previo (antes del TCE), 24 horas (24 horas posterior al TCE), 72

horas (72 horas posterior al TCE) y 168 horas (168 horas posterior al TCE). n=9

Se realizé un ANOVA de medidas repetidas de dos vias para comparar el efecto de la condicién de las
ratas en el puntaje obtenido en la escala NSS-r en los tiempos: previo (dia del traumatismo), 24 horas
(24 horas después del dia del TCE), 72 horas (72 horas después del dia del TCE) y 168 horas (168 horas
después del dia del TCE). Se encontraron diferencias significativas en la interaccion de las condiciones y
el puntaje en la escala en los distintos tiempos a un nivel de p<.05 [F(1s,168)=3.073, p<0.0001]. Un andlisis
de comparacion multiple utilizando la prueba de Bonferroni-Dunn mostrd diferencias significativas
entre las siguientes condiciones: TCE: Previo vs. 24 horas (p<0.0151) y previo vs. 72 horas (p<0.0151) y
TCE+EMT Sham: Previo vs. 24 horas (p<0.0489) y previo vs. 72 horas (p <0.0451).

En otros protocolos de TCE de nuestro laboratorio (Estrada-Rojo et al., 2018; Martinez-Vargas et al.,
2012; Verdugo-Diaz et al., 2017) hemos comprobado que nuestro modelo de TCE causa deterioros
(neuroldgicos y motores) utilizando la escala neuroconductual de Hunter (Hunter et al., 2000). En este
experimento, al utilizar la escala NSS-r (Yarnell et al., 2016) (la cual busca ser un método estandarizado
para evaluar las consecuencias funcionales posterior a un TCE en roedores) observamos una relaciéon
entre la condicion fisica de la rata y su capacidad de llevar a cabo las tareas de la escala. Las ratas de las
condiciones de TCE y TCE+EMT Sham mostraron (a las 24 y 72 horas) un deterioro significativo en sus
habilidades motoras (observdndose como un puntaje mas alto en las escalas). Este deterioro no se
observé en las ratas de la condicion TCE+EMT 1 Hz, con lo que sugerimos que la EMT de 1 Hz impide el
deterioro motor asociado al TCE desde las 24 hasta las 72 horas.
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7.7 DISCUSION GENERAL

7.7.1Papel Neuroprotector del Sistema Endocannabinoide

El papel neuroprotector del SE mediado por receptores CB; se ha comprobado en otros protocolos
murinos de TCE, donde al administrar 2-AG y anandamida se observa una proteccién contra el déficit
neurolégico medido con la escala NSS-r; al utilizar ratones Knock-out de CB1 no se observan mejoras en
la escala NSS-r cuando se administra 2-AG exdgeno (Schurman y Lichtman, 2017). De manera similar, en
modelos animales de isquemia se ha observado un incremento en la neurotoxicidad mediada por NMDA,
aumento en la mortalidad y peor puntuacién en escala neurolédgica en ratones knock-out para CB;
(Pacher y Hasko, 2008).

Uno de los mecanismos celulares que explican los efectos neuroprotectores de CB; es la activacién de
vias celulares citoprotectoras, por ejemplo, la via de PIK3/Akt, la cual media la proteccién en neuronas
contra excitotoxicidad y aumento en la expresion de BDNF mediados por CB: (Blazquez et al., 2015).
Estudiar si esta via es activada por la EMTr de 1 Hz podria explicar algunos de los efectos
neuroprotectores de la EMT en nuestro modelo.

Existen otros mecanismos neuroprotectores mediados por CB1 que se podrian estudiar en protocolos
similares en un futuro. Hay evidencia de una interaccién entre CB1 y NMDA, lo que permite a CB; regular
la actividad de NMDA y proteger células neuronales contra la excitotoxicidad (Zou y Kumar, 2018). CB;
mitocondrial también es otro componente que valdria la pena estudiar en futuros experimentos de TCE:
estos receptores (localizados en dendritas y terminales axdnicas) afectan la funcién de la mitocondria 'y
modulan procesos celulares bioenergéticos (Joshiy Onaivi, 2019). Considerando que el fallo metabdlico
inducido por el TCE causa muchos procesos que deterioran el tejido neuronal (McGinn y Povlishock,
2016), este receptor mitocondrial podria ser un blanco muy importante en la patologia del TCE.

Aunque se tuvieron problemas en la cuantificacién de CB;, es muy probable que este receptor también
juegue un papel en los efectos neuroprotectores observados en la escala NSS-r. En otros experimentos
se ha observado que al utilizar un agonista de CB; en un modelo murino de TCE se pueden observar
mejoras significativas en la locomocion y comportamiento exploratorio (Amouzeshi y Pourbagher-
Shahri, 2019). Ademads, se ha estudiado en modelos murinos de TCE el papel de CB; en la
neuronainflamaciéon por medio de agonistas y se ha observado que este receptor atenua la polarizacién
de macrdéfagos pro-inflamatorios M1, incrementa la polarizacién de macrdfagos anti inflamatorio M2,
reduce el desarrollo de edema y produce mejoras neuroconductuales (Amouzeshiy Pourbagher-Shahri,
2019).

Otra posibilidad de estudio son otros sistemas de neurotransmision que son regulados por el SE. Por

ejemplo, se sugiere que existen cambios a largo plazo en la funcidn del sistema glutamatérgico después
de administrar cannabinoides en modelos de TCE animales (Schurman y Lichtman, 2017). Ademas, CB;
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modula la transmisidon de otros sistemas como GABA, glicina, acetilcolina, norepinefrina, dopamina y
serotonina (Pacher y Hasko, 2008).

Es importante determinar la ventana terapéutica en que el SE produce de manera mas eficiente sus
efectos neuroprotectores. En un estudio con rata se ha visto que la activacion temprana (hasta 3 horas
después del TCE) del SE por medio del uso de fdrmacos (HU-211) resulta en mejores efectos protectores
gue una activacion tardia (Shohami et al., 2009). Otro cannabinoide que se ha estudiado para producir
efectos neuroprotectores es el THC, el cual se ha visto en ratén que protege contra dafo excitotoxico
del SNC si se administra antes (hasta 7 dias antes) o después (hasta 3 dias después) de la lesion (Assaf
et al., 2011). Dentro de esta ventana terapéutica también se debe evaluar si hay condiciones donde
pueda resultar perjudicial la activacion del SE. Por ejemplo, 2-AG puede activar CB: localizado en
astrocitos, llevando a la liberacién de glutamato (Zou y Kumar, 2018), lo cual podria promover el dafo
excitotoxico.

Aunque la evidencia en modelos animales de la manipulacién del SE para el tratamiento del TCE es
amplia, no existe un tratamiento que explote estas ventajas en pacientes clinicos. Existen pocos
cannabinoides que se han tratado de implementar como un tratamiento novedoso en el TCE. Entre
estos estd el Dexanabinol o HU211, el cual no ha producido efectos positivos en pacientes clinicos (tiene
efectos similares al placebo), aunque en ratas si mostraba mejoras posteriores al TCE (Maas et al., 2006;
Shohami et al., 2009). Es importante resaltar que este cannabinoide sintético no activa ni se une a los
receptores cannabinoides, por lo que es importante reconsiderar la clasificacion de los cannabinoides
(Schurman y Lichtman, 2017).

Sin embargo, existe evidencia de que algunos cannabinoides, como el KN38-7271 (agonista de CB1 y CB3)
y THC (agonista de CB1) podrian funcionar en pacientes con TCE. Un estudio retrospectivo (3 afos) de
uso de THC en pacientes con TCE severo se observéd una menor mortalidad en aquellos pacientes
positivos al uso de THC (Nguyen et al., 2014). En un estudio en ratén se ha demostrado que el THC activa
la via de PIK3/Akt en varias regiones del cerebro (Zou y Kumar, 2018). Como se discutié antes, esta via
protege contra el dafio excitotdxico, pero hay poca investigacidon que muestre evidencia del uso de este
compuesto como un auxiliar en el TCE. Por otro lado, en un estudio clinico de fase 2 se administré
KN38-7271 en pacientes con TCE severo dentro de las primeras 4.5 horas de la lesion. Este cannabinoide
fue asociado a una mayor supervivencia en el grupo experimental hasta 1 mes después de la lesion,
ademds de que este grupo experimental presentd menos casos severos de presion intracraneal y mejor
perfusion cerebral (Firsching et al., 2012).

Por ultimo, la amplia distribucion del SE limita su aplicacién terapéutica, por lo que es importante
conocer y manipular este sistema en una manera condicion-especifica; se debe hacer una
caracterizacion completa de ligandos y receptores del SE, asi como sus enzimas y receptores como
consecuencia de un TCE (Schurman y Lichtman, 2017; Zou y Kumar, 2018).
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7.7.2Papel de la EMTr en el TCE

La EMTr puede ser benéfica para el tratamiento de TCE y muestra potencial en el tratamiento de
sintomas relacionados al TCE. Sin embargo, la literatura en el asunto sigue en su infancia y no hay datos
para sacar conclusiones definitivas sobre la eficacia de la EMTr en el tratamiento del TCE (Pink et al.,
2019).

En humanos se han observado beneficio en el tratamiento de varias sintomatologias producidas por el
TCE al utilizar EMTr: dolores de cabeza, mareos, dolores crénicos, depresién, mejoras en cognicion,
afasia, atencidn visual-espacial, recuperacion de desérdenes de conciencia, recuperacion motora, y
alucinaciones auditivas. Existe el problema que en estos estudios los tamafios de muestra son pequefios
(Nardone et al., 2020; Pink et al., 2019).

En estudios animales de TCE se ha probado que la EMTr reduce degeneracion, inflamacién, muerte
neuronal, regula activacion de glia, promueve mejoras funcionales y favorece la recuperacion motora
(Nardone et al., 2020; Yoon et al., 2015).

Casi todos estos efectos positivos se han observado y/o estudiado solamente con estimulacion de alta
frecuencia (Nardone et al., 2020), aunque hay otras frecuencias utilizadas que generan efectos positivos.
En nuestro laboratorio se ha observado que ratas con TCE tratados con EMTr de frecuencias intermedias
(2 Hz) producen una recuperacién conductual y mejoras histoldgicas (Verdugo-Diaz et al.,2017).

En humanos se ha observado que la EMTr de 1 Hz combinada con EMTr de 6 Hz produce mejoras en
inteligencia, atencion, memoria légica y mejoras conductuales en un paciente de 26 afios con TCE
(Nardone et al., 2020). También en humanos con TCE se ha probado que la EMTr de 1 Hz produce
mejoras en depresién inducida por la lesion traumatica (Nardone et al., 2020).

Se hipotetiza que estos efectos positivos se generan por un remodelamiento de la actividad neuronal
anormal después de un TCE, haciendo posible generar estrategias que aumenten la rehabilitacion.
Ademas, la EMTr podria bajar la hiperexcitabilidad cortical que ocurre frecuentemente tras un TCE,
modular la plasticidad sindptica a largo plazo y evitar consecuencias pldsticas maladaptativas (Kobayashi
y Pascual-Leone, 2003; Nardone et al., 2020).

Adicionalmente, otros estudios han demostrado ciertos efectos inducidos por la EMT que podrian
resultar en una mayor recuperacién del dafio secundario de un TCE. Estudios en humanos han detectado
supresiéon o incremento cerebral en el flujo sanguineo y metabolismo en el drea estimulada después de
estimulaciones de baja (1 Hz) o alta (10-20 Hz) intensidad en la corteza motora, respectivamente
(Kobayashi y Pascual-Leone, 2003). Por ejemplo, Kimbrell et al., (2002) encontraron en pacientes que
estimular 30 minutos con 1 Hz la corteza prefrontal izquierda induce un decremento del metabolismo
de glucosa. Speer et al., (2000) observaron que 10 estimulos diarios a 1 Hz sobre la corteza prefrontal
reducen el flujo sanguineo cerebral, mientras que 20 Hz aumenta el flujo. Esto es consistente
con otros estudios donde se observa que la EMTr de 1 Hz disminuye la
excitabilidad cerebral produciendo efectos inhibitorios en el cerebro (Klomjai et al., 2015). Contrario a
esto, Li et al., (2004) registraron un incremento inmediato del flujo sanguineo (aumento en actividad)
en la corteza prefrontal al aplicar estimulacién con trenes de 7 minutos a 1 Hz en pacientes con
depresion.
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Delmismo modo, Loo et al., (2003) encontraron que 1 Hz (por 6 minutos) aumenta el flujo en la corteza
y en regiones mas profundas. Estudiar mas como la EMTr de 1 Hz modifica el flujo sanguineo cerebral
podria generar terapias contra traumatismos, por ejemplo, generando una condicidon parecida a la
hipotermia (neuroprotectora) o aumentando el flujo sanguineo a regiones cerebrales que no estén
teniendo una perfusidn correcta.

El contraste y variabilidad que existe en estos estudios (y en muchas otras areas de la EMTr) se puede
deber a diferencias en los protocolos de estimulacién: intensidad, nimero de pulsos, forma y
dimensiones de la bobina, localizacién de bobina y estado del animal (anestesiado, despierto) (Klomjai
et al., 2015; Pink et al., 2019; Rajan et al., 2017). Ademas, los efectos de EMTr son influenciados por
morfologia neuronal, células gliales, neurogenesis, diferenciacidn celular y proliferacion, mecanismos
apoptéticos, concentraciones de neurotransmisores, ATP y factores neurotroficos, metabolismo de
glucosa y la expresion de ciertos genes (Chervyakov et al., 2015). Todas estas variables generan
resultados distintos en protocolos de estimulacion similares, por lo que debe ser importante comparar
los efectos de un protocolo especifico de EMTr en diferentes condiciones y regiones del cerebro (Mt
ller-Dahlhaus y Vlachos, 2013).

También es dificil explicar los fendmenos observados con la EMTr cuando no se conoce exactamente el
mecanismo de accidn de esta técnica. El uso terapéutico de EMTr estd asociado a un cambio en la
excitabilidad cortical (Mtiller-Dahlhaus y Vlachos, 2013). Este cambio se manifiesta como alteraciones
en la plasticidad neuronal por medio de procesos similares a la PLP y DLP (Chervyakov et al., 2015). A
partir de estos procesos de PLP y DLP, se trata de explicar los otros cambios en la célula observados con
la EMTr, como los cambios genéticos, cambios en la modulacién de neurotransmisores, efectos en la
expresion de AMPA/NMDA, efectos neuroprotectores, reduccion de estrés oxidativo e inflamacion,
activacion de factores neurotroficos, etc. (Chervyakov et al., 2015; Rajan et al., 2017). Por lo general se
considera que la PLP es inducida por EMTr de alta frecuencia y la DLP es inducida por la EMTr de baja
frecuencia (Lefaucheur, 2019). Tanto en la PLP y DLP participa NMDA y producen un incremento
intracelular de Ca?*, pero con la diferencia que en la PLP el incremento es rapido, mientras que en la
DLP se induce un incremento pequefio y lento de Ca?* (Chervyakov et al., 2015; Klomjai et al., 2015).

Debido a esta interaccion de la EMTr con receptores NMDA se debe estudiar mas cémo modular este
receptor en el contexto del TCE y buscar la manera que se evite propagar el dafo citotéxico mediado
por este receptor. Esta interaccion de EMTr con NMDA esta mas estudiada en EMTr de alta frecuencia
(Rajan et al., 2017). Para investigar mas sobre la funcion de NMDA en la EMTr se podria utilizar en
conjunto con farmacos bloqueadores de este receptor (Chervyakov et al., 2015).

Por otro lado, es posible que la EMTr no genere cambios en la excitabilidad neuronal, pero si module la
habilidad de las neuronas a expresar plasticidad sinaptica. Esto es conocido como metaplasticidad y
describe la habilidad de neuronas a cambiar su estado en la direccién, magnitud y duracion de futuros
cambios sinapticos (Miiller-Dahlhaus y Vlachos, 2013). Entonces la EMTr puede ser una herramienta
para modular o restablecer la habilidad de neuronas a expresar plasticidad sinaptica bajo condiciones
patoldgicas (Miiller-Dahlhaus y Vlachos, 2013).
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Estos cambios pldsticos dependeran, ademas de la frecuencia utilizada, del ritmo de disparo, la
sumacion temporal y espacial de los inputs a nivel presinaptico y del nivel de actividad de |la neurona
postsindptica. Esto ultimo es importante, ya que lesiones y enfermedades del SNC pueden generar
cambios en la actividad de cierta region cortical. Entonces, los efectos de la estimulacidn cortical pueden
diferir en pacientes sanos y con alguna enfermedad (Lefaucheur, 2019).

Por otro lado, se sabe que la EMTr favorece la producciéon de BDNF, el cual esta involucrado en
supervivencia neuronal después de un dafio al SNC, neurogenesis, migracidon y diferenciaciéon de
neuronas, crecimiento de dendritas y axones y formacion de sinapsis. El aumento de BDNF se ha
estudiado con EMTr de alta frecuencia, por lo que seria interesante estudiar qué pasa con este factor
en la EMTr de baja frecuencia en el contexto de una lesion traumatica, en especial porque la produccién
de BDNF podria explicar efectos benéficos neuroprotectores y neuropldsticos (Chervyakov et al., 2015;
Nardone et al., 2020).

Puede que existan otros mecanismos de accion no clasicos producidos por la EMTr. Esto se cree por los
fendmenos que generan los campos magnéticos en sistemas fisicos, quimicos y biolégicos, aunque no
se han probado en el contexto de la EMTr. Entre efectos podrian estar: cambios en proteinas
magnetosensibles (como proteinas de la familia de criptocromo CRY) y efectos en
macromoléculas/organelos (provocando cambios en orientacidn espacial en estos, alterando su funcién)
(Chervyakov et al., 2015). Ademas, puede haber efectos directos o indirectos en células gliales,
mitocondria, depdsitos intracelulares de calcio, buffers de calcio, factores de transcripcién-traduccion,
receptores metabotrépicos y otras estructuras celulares y moleculares (Miiller-Dahlhaus y Vlachos,
2013).

La mayoria de los estudios se han enfocado a frecuencias altas, pero hay interés en 1 Hz por considerarse
como una alternativa mads segura al ser menos probable que induzca epilepsia y puede ser igual de
efectiva que la alta frecuencia (Loo et al., 2003; Pink et al., 2019). Existe el riesgo tedrico de aumentar
excitabilidad neuronal (en especial con EMTr de alta frecuencia) y provocar convulsiones en pacientes
con TCE. Sin embargo, se han reportado pocos efectos secundarios menores en los pacientes tratados,
como dolores de cabeza, mareos y fatiga (Pink et al., 2019).

Para utilizar la EMTr en futuros protocolos de investigacion y/o tratamientos para pacientes con TCE se
deben establecer medidas de seguridad como el nimero maximo de estimulos en una sesion. Antes de
iniciar el tratamiento, cada paciente debe de pasar por criterios previos, como historial de convulsiones,
administracion de medicamentos que bajen el umbral de convulsiones o que tengan implantes
metalicos. Sin embargo, la naturaleza heterogénea del TCE hace que no sea realista tener un solo
protocolo dptimo para el tratamiento de TCE. Por ejemplo, se han utilizado protocolos de estimulacién
similares y se generan respuestas y procesos bioquimicos diferentes en los pacientes. Esto puede
deberse al tiempo que pasa después del TCE, localizacion de trauma, severidad, comorbilidades,
variaciones en la zona cortical estimulada y diferentes protocolos de posicionamiento de la bobina
(Nardone et al., 2020; Pink et al., 2019).
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7.7.3Final

El TCE es un problema de salud publica importante por su alta incidencia en poblacién activa (Rovegno
et al., 2012). Es importante continuar buscando alternativas y medidas de rehabilitacién ante un TCE.
En paises desarrollados ha habido una reduccién de 50% a 20-30% en mortalidad después de un TCE
severo que se ha logrado gracias a toda la investigacion de las ultimas 3 décadas (Amouzeshi y
Pourbagher-Shahri, 2019). Es dificil estudiar el TCE ya que es heterogéneo en su etiologia, presentacion
clinica, severidad y patologia (Schurman y Lichtman, 2017). Sin embargo, la EMTr y la manipulacién del
SE muestran ser herramientas prometedoras para controlar el dafio secundario asociado al TCE. Ademas,
la EMTr tiene la ventaja de administrarse facilmente al tejido nervioso, a diferencia de los farmacos
donde se debe observar si estos llegan al tejido afectado (Schurman y Lichtman, 2017).

8 Conclusiones

Por medio del ensayo de Western blot encontramos que 7 dias de EMTrde 1 Hz aplicada en cerebros
de ratas con TCE, fue capaz de aumentar la expresion del receptor CBi en la corteza cerebral. Este

aumento de receptor también se observé en ratas control tratadas con EMTr de 1 Hz. Los Westerns blot de
CB2 no se pudieron realizar de manera correcta al no encontrar un anticuerpo confiable para este
receptor. Los andlisis de PCR tampoco se pudieron realizar de manera correcta.

El protocolo de TCE causo en las ratas un deterioro a las 24 horas en el consumo de alimento y agua,
pero no empeoro el peso de los animales. Con un solo dia de EMTr de 1 Hz se observaron efectos
positivos en el consumo de alimento y agua en las ratas con TCE a las 24 horas de la lesién.

El deterioro motor fue significativo en las ratas con TCE desde las 24 hasta las 72 horas. La escala NSS- r
mostrd que la EMTr de 1 Hz fue capaz de prevenir el daii o motor asociado a las ratas con TCE. Este
resultado, junto con el de alimento y agua, nos muestran que la EMTr de baja frecuencia puede impedir
el deterioro fisico y motor inducido por el TCE. Esto es consistente con el aumento de CB:

inducido por la EMTr, ya que este receptor juega un papel neuroprotector en esta patologia (Magid et
al., 2019).

La EMTr muestra potencial para el tratamiento del TCE. Tanto este estudio como otras investigaciones
en modelos humanos y murinos han encontrado mejoras en distintas sintomatologia s producidas por
esta enfermedad (Nardone et al., 2020; Pink et al., 2019).

La mayoria de los estudios se han enfocado a frecuencias altas. Este es el Unico estudio a nuestro
conocimiento que muestra evidencia que aplicar 7 dias de EMTr de 1 Hz puede ser utilizada para
aumentar la expresion del receptor CB1en corteza de rata con TCE y generar una mejora en la conducta
motora de ratas con lesion traumatica.
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9 Abreviaturas y Glosario
2-AG = 2-araquidonilglicerol

AMPA = 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
AMPc = AMP ciclico

AMT = Transportador de membrana de anandamida

BHE = barrera hematoencefdlica

CB; = Receptor cannabinoide tipo 1

CB, = Receptor cannabinoide tipo 2

CBD = cannabidiol

DAGL = diacilglicerol lipasa; enzima que participa en la sintesis de 2-AG
DLP = depresion a largo plazo

EET = Estimulacién Eléctrica Transcraneal

EMT = Estimulacidn magnética transcraneal

EMTr = Estimulacidon magnética transcraneal repetitiva

ERN = especies reactivas de nitrogeno

ERO = especies reactivas de oxigeno

FAAH = amido hidrolasa de acidos grasos; enzima que degrada anandamida
GABA = dcido Y -aminobutirico

GCS = Escala de Coma de Glasgow

GPCR = receptores acoplados a proteinas G

MAGL = monoacilglicerol lipasa; enzima que degrada 2-AG
NADA = N-arachidonildopamina

NAPE = N-araquidonil fosfatidil etanol; precursor de anandamida

NMDA = N-metil-D-aspartato
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NSS-r = escala de severidad neuroconductual revisada

PIC = Presidn intracraneal

PIP, = fosfatidil inosotol bi-fosfato

PLC B = fosfolipasa C beta

PLP = potenciacién a largo plazo

RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SE = Sistema endocannabinoide

SNC = Sistema Nervioso Central

TCE = traumatismo craneoencefalico
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