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Resumen

La estimulacién magnética transcraneal repetitiva (EMTr) como intervencion terapéutica para la
depresién ha demostrado tener resultados positivos en pacientes que sufren depresién mayor,
especialmente en pacientes con resistencia al tratamiento farmacoldgico. Existe una estrecha
relacién entre la neurogénesis y los efectos de la EMTr; en modelos murinos expuestos a estrés
crénico impredecible (ECI) y tratados con EMTr (5 Hz), la estimulacion se ha relacionado con
efectos pro-neurogénicos en el hipocampo y con una disminucién de los comportamientos de tipo
depresivo, como la anhedonia y la desesperanza. Sin embargo, aunque se conoce la relacion de
la neurogénesis en el efecto antidepresivo, los mecanismos moleculares y celulares que
conducen a la persistencia de sus efectos antidepresivos y a nivel plastico en el hipocampo no
han sido completamente dilucidados. En este sentido, fue de interés conocer si la EMTr puede
modular otros linajes celulares, como la microglia, ya que, la sobreactivacion de estas células se
ha correlacionado con la generacién de un entorno proinflamatorio en el trastorno depresivo, que
afecta a la produccion de factores que modulan la proliferacién, supervivencia o diferenciacion
de las células recién nacidas. Por lo tanto, fue importante determinar si la EMTr de 5 Hz puede
revertir las alteraciones morfolégicas de las células microgliales en el hipocampo de roedores
expuestos a ECI, y si estas modificaciones persisten en el tiempo. Se utilizaron hembras Balb/c
expuestas a ECI durante 15 semanas continuas, tratadas con una primera serie de EMTr 5Hz
durante 4 semanas, y los animales que recibieron el tratamiento de mantenimiento se sometieron
a una fase de disminucién de sesiones durante 5 semanas mas (cuatro sesiones en la semana
1, tres sesiones en la semana 2, dos en la semana 3, y una en las semanas 4 y 5), utilizando los
mismos parametros de estimulacion proporcionados durante el tratamiento agudo. Para llevar a
cabo la deteccion de células microgliales, se realizé un inmunomarcaje con IBA-1y TMEM119, y
se cuantificd el numero de células IBA-1* o TMEM119* en la zona subgranular del giro dentado
del hipocampo, y se estimaron los datos morfométricos en estas células. Nuestros resultados
indican que la EMTr de 5 Hz revierte las alteraciones en las células microgliales causadas por el
estrés crénico, promoviendo su proliferacion en la capa de células granulares del giro dentado vy,
este efecto se mantiene durante al menos 7 semanas, a pesar de la exposicion continua al estrés
cronico. Ademas, se observé una disminucion de citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a)
a nivel periférico, y un incremento de citocinas antiinflamatorias (IL-4, 1-10) en los grupos

expuestos a EMTr 5 Hz.

Palabras clave:

Estimulacion magnética transcraneal repetitiva, depresion, neurogénesis.
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l. INTRODUCCION

1. Depresion

1.1Sintomatologiay generalidades de la depresion.

La depresion es un trastorno mental caracterizado fundamentalmente por cambios
transitorios o permanentes en el estado de animo, por provocar en el individuo
sentimientos de abatimiento, infelicidad y culpabilidad, asociados a una incapacidad
total o parcial para disfrutar de los acontecimientos de la vida cotidiana (anhedonia).
Ademas de acompafiarse de otros signos y sintomas que provocan disfuncion
cognitiva y psicomotora, tales como: cansancio, alteraciones en el suefio y la
alimentacion, pérdida de libido, disminucion de energia, escasa concentracion y
reactividad emocional, desinterés por la higiene personal; y pensamientos
recurrentes de autolesion (Subiabre, 2012). El Manual diagndstico y estadistico de
trastornos mentales (DSM-5) de la Asociacion Estadounidense de Psiquiatria
(APA), menciona que tales sintomas deben presentarse en el individuo casi
diariamente, por un periodo minimo de dos semanas, para poder ser diagnostico

como depresion.

Este padecimiento altera significativamente las habilidades sociales y de
autocuidado del individuo, y en los casos mas graves, puede llevar a la autolesion
o suicidio; es por ello que este trastorno contribuye de manera importante a la
morbilidad mundial, ya que de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), se calcula que la depresion afecta a mas de 300 millones de personas en el
mundo (World Health Organization, 2020).

En México, la depresién tiene una prevalencia en la poblacion del 32.6%,
correspondiente a 4.1% en casos de depresion mayor y 18.5% en casos de
depresion menor. Esta incidencia es mayor en mujeres que en hombres, 10.4% y

5.4%, respectivamente, y en personas entre 15 y 29 afos (Rafful, et al., 2012).




2. Estrés como un factor relevante en el desarrollo de depresion.

El estrés se define como la respuesta fisiolégica del organismo para mantener la
homeostasis frente a las presiones del medio ambiente, activando un conjunto de
reacciones que implican respuestas conductuales y fisiologicas (neuronales,
metabdlicas y neuroendocrinas) que permiten al organismo responder al o los
estresores. Un determinado y breve grado de estrés provee estimulos benéficos al
organismo, sin embargo, la exposicion continua provoca en el individuo un estado

de poca resistencia ante los cambios homeostéaticos (Hammen, 2005).

El estrés cronico es considerado un factor de riesgo para el inicio, desarrollo o
exacerbacion de los trastornos depresivos. De acuerdo con Brown (2009) una
exposicidn crénica al estresor promueve alteraciones en el funcionamiento del
circuito neurobioldgico del estrés, activando el Sistema Nervioso Autbnomo y el
Sistema Endocrino, a través de los ejes Simpético-Adreno-Medular (SAM) e
Hipotalamo-hipofisis-Adrenal (HHA), respectivamente. La respuesta al estrés se
asocia directamente a la hipersecrecion de glucocorticoides por el eje HHA y la
sintesis de catecolaminas por el eje SAM. El nivel elevado de glucocorticoides y el
eje HHA hiperactivado, también se encuentran presentes en personas con
diagnéstico de depresion (Duval, Gonzalez, y Rabia, 2010; Iwata, Ota, y Duman,
2013; Maniji et al., 2003).

La mayor cantidad de receptores de glucocorticoides se localizan en el hipocampo
(Bremner, 1999), por lo cual se considera que la exposicion a estrés cronico puede
perjudicar la morfologia de esta estructura cerebral. La atrofia del hipocampo en
personas deprimidas se ha convertido en una de las pruebas mas importantes para
considerar el estrés cronico como un factor de riesgo en la depresion (Krishnadas y
Cavanagh, 2012).

Estudios en animales de experimentacion sefialan que el estrés crénico perjudica la
morfologia del hipocampo provocando atrofia en los arboles dendriticos, pérdida de

neuronas existentes e inhibicién de la neurogénesis hipocampica (Duval et al.,




2010). Los modelos animales de depresion han sido clave para esclarecer los
mecanismos celulares, moleculares vy fisiolégicos que caracterizan la patogénesis
de esta enfermedad. Dada la heterogeneidad en la etiologia de la depresion, existen
diversos modelos animales que reproducen los sintomas diacriticos de la
enfermedad, como lo son la anhedonia (perdida de interés a estimulos placenteros),
y la desesperanza (apatia). Uno de los mas utilizados es el modelo de estrés crénico

impredecible (ECI) ya que posee ventaja sobre otros modelos.

3. Modelo de estrés cronico impredecible.

El modelo de estrés crénico impredecible fue propuesto por primera vez por Katz
(1982) y desarrollado por Papp y Willner en los afios noventa. (Nollet, Le Guisquet,
y Belzung 2013). Este modelo reproduce las principales alteraciones conductuales
de la depresion (Anhedonia y apatia), asi como también induce algunas alteraciones
fisiologicas presentes en las personas deprimidas, tales como el aumento en los
niveles de corticosterona en plasma (Vega-Rivera et al. 2016), disminucién en la
neurogénesis hipocampica (Alonso et al. 2004) y disfuncién del eje hipotalamo-
pituitario-adrenal (Zhao et al. 2018). Ademas de que tiene la ventaja sobre otros
modelos, de reproducir la condicion clinica del tratamiento farmacolégico, ya que la
administracion crénica, pero no aguda, disminuye las conductas tipo depresivas
generadas en este modelo (Nollet, Le Guisquet, y Belzung, 2013). De tal modo que
el modelo de estrés cronico impredecible es uno de los mas usados para generar
conductas depresivas en modelos animales y estudiar el efecto de distintos

tratamientos antidepresivos (Willner, 2016).




4. Neurogénesis en el hipocampo
4.1 Anatomia del hipocampo.

El hipocampo presenta una neuroanatomia perfectamente diferenciada morfolégica
y funcionalmente en dos regiones principales: el giro dentado (GD) y el cornu
ammonis (CA), el cual a su vez se subdivide en CA3, CA2 y CAl, principalmente
(Figura 1). El giro dentado esta formado por tres capas celulares. La capa mas
externa, es la capa molecular, se encuentra constituida por las dendritas de las
células granulares y por los axones procedentes de la corteza entorrinal (CE). Por
debajo de la capa molecular se sitla la capa principal del GD denominada capa
granular (CG), formada por células granulares empaquetadas. La tercera es la capa
situada en la base de la capa granular, denominada zona subgranular (ZSG), region
en la que se encuentra el nicho neurogénico hipocampico (Cameron et al., 1993;
Gould et al., 1999; Liu et al., 2003).

Giro dentado
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Figura 1.- Anatomia de la formacion hipocampica. CM: Capa molecular; CG: Capa
granular; ZSG: Zona subgranular; CA: Cornu ammonis. Tomada de Liu et al, 2003.
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4.2 Neurogénesis hipocampal

La neurogénesis es un proceso caracteristico de las etapas iniciales del desarrollo
de los organismos. Hasta hace algun tiempo, se pensaba que el sistema nervioso
adulto permanecia estatico y sin renovacion neuronal. Sin embargo, en la década
de los sesenta fueron presentados los primeros reportes de la existencia de
neurogénesis en algunas regiones del cerebro adulto en roedores (Altman y Das,

1965). La neurogénesis ocurre de forma restringida en dos regiones cerebrales que
son remanentes de zonas germinativas; la zona subventricular (en los ventriculos

laterales) y la zona subgranular del giro dentado (Niv et al., 2012).

De acuerdo con Sheline et al. (2002) la neurogénesis hipocampica puede dividirse
en tres etapas importantes: proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. El
proceso de diferenciacion neuronal se refiere a la distincidon celular, en el cual las
células inician la expresion fenotipica de las caracteristicas particulares del tipo
celular en que se convertirdn (neuronas o células gliales). Estudios en roedores
sugieren que alrededor de un 80 a 95% de células se convierten en neuronas,
mientras que el resto en glia, principalmente astrocitos (Kempermann et al., 2004;
Ramirez et al., 2006; Snyder et al., 2009; Deng et al, 2010).

Las células madre neuronales comienzan a sufrir cambios bioquimicos, dejando de
expresar proteinas como nestina y proteina acidica fibrilar glial (GFAP),
caracteristicas de células gliales y empiezan a expresar algunas otras proteinas
tales como doblecortina (DCX), una proteina asociada a microtibulos; proteina
neuronal nuclear (NeuN), expresada predominantemente en el nidcleo de las
neuronas postmitéticas; y molécula de adhesioén celular neural (NCAM), implicada
en el reconocimiento celular y la adhesién célula-célula a través de un mecanismo
de unién homofilico e independiente del Ca2*, estos cambios en la expresion de
proteinas, promueven el desarrollo de caracteristicas histoldgicas y fisioldgicas
tipicas de neuronas Eriksson,1998; Van Praag et al., 1999; Kempermann et al.,
2004; Jessberger et al., 2007;)




5. Alteracion de la neurogénesis en la depresion.

El proceso neurogénico es complejo y esta regulado por diversos factores que lo
regulan positivamente. Aun cuando se sabe que el estrés afecta la formacion de
neuronas en el hipocampo y que esto se asocia con el aumento en los niveles de
glucocorticoides, el mecanismo que subyacia a la inhibicion de la neurogénesis
causada por el estrés era desconocido, hasta que en estudios recientes se demostro
que la exposicion al estrés incrementa significativamente los niveles de la citocina
proinflamatoria interleucina1p (IL-1B) en diferentes regiones cerebrales. Aunado a
esto, la administracién de IL-1B produce efectos similares a los provocados por el
estrés, como son la alteracidon en la formacién de neuronas y la disminucion en los
niveles de BDNF (Deak et al, 2005; Barrientos et al, 2003; Nguyen et al,1998).

En el mismo estudio se demostré que la IL-1B3 actua a través de su receptor (IL-
1RI), que es expresado por las células precursoras (Deak et al, 2005). De tal modo
que a través de la activacion del IL-1RlI, la IL-1B inhibe la proliferacion celular. Esta
via de sefializacion involucra al factor de transcripcion nuclear-k-beta (NF-kB).
Asimismo, se ha demostrado que la disminucion en la proliferacion celular causada
por el estrés también ocurre de manera paralela al aumento en la expresion de los
mensajeros de la IL-6 y del TNF-a. En conjunto, estos trabajos indican que las
citocinas proinflamatorias forman parte de los mediadores criticos de los efectos anti

neurogénicos causados por el estrés agudo y cronico (Koo y Duman, 2008).

Ademas del aumento en los niveles de las citocinas, se ha reportado que los
glucocorticoides también regulan la expresion de factores neurotréficos importantes
para la neurogénesis hipocampal, entre los que se encuentran el BDNF, la NT-3, el
FGF y el VEGF. En este sentido, se ha observado que la expresion del BDNF esta
afectada en el GD del hipocampo en modelos animales de estrés agudo y crénico
(Toth, 2008). Por otro lado, también se ha observado que el estrés puede afectar la
neurogénesis a través de la activacion de los receptores NMDA. Aunque no se
conoce en su totalidad el mecanismo por el cual los receptores NMDA reducen la




neuroplasticidad, se cree que niveles altos de glucocorticoides pueden producir
niveles altos de glutamato, lo que estaria provocando excitotoxicidad por la entrada
excesiva de calcio, con lo que se compromete la viabilidad de la célula (Cameron,
McEwen, y Gould, 1995).

En diversos modelos animales de depresion, se ha observado una sobreactivacion
de la microglia, que correlaciona con un alto nivel de citocinas proinflamatorias en
multiples regiones cerebrales (Sugama et al., 2007; Tynan et al.,2010; Zhang et al.,
2016; Liu et al., 2019); Ademas se ha reportado que la inhibicion de la
neuroinflamacion mediada por la microglia, alivia los comportamientos depresivos
(Zhao et al; 2019). De igual forma, se ha demostrado que la alteracion de la
estructura y la sobreactivacion de la microglia contribuye a la etiologia de la

depresion (Deng, Chen y Wang, 2020).

La microglia también afecta de forma benéfica a la neurogénesis, ya que es capaz
de producir factores que modulan la proliferacion o la supervivencia de diferentes
células dentro del linaje neuronal. Estudios in vitro demuestran que los cultivos de
microglia promueven la diferenciacion de las células precursoras (Aarum et al.,
2003), mientras que los medios condicionados por la microglia mejoran la
produccién de neuroblastos y la supervivencia neuronal (Morgan et al., 2004; Walton
et al., 2006). Recientemente, en experimentos que utilizan la ablacién de la
microglia (inducida por la toxina de la difteria) proponen que la microglia es esencial
para la supervivencia de los neuroblastos (Kreisel et al., 2019); Sin embargo, los
mecanismos que subyacen a la regulacion de la neurogénesis del hipocampo por

parte de la microglia son poco conocidos (Sierra et al., 2014).
6. Microglia

La microglia son las células fagociticas mononucleares residentes en el SNC que
comprenden 5-20% del total de la poblacion glial (Franco et al., 2015). Durante la

embriogénesis, estas células son originadas a partir de células precursoras




mieloides en el saco vitelino embrionario, las cuales posteriormente migran al area
del SNC (Ginhoux et al., 2010).

En estado quiescente o de reposo, llevan a cabo diversas funciones relacionadas
con el mantenimiento de la homeostasis del SNC, y entre las diversas funciones
fisiologicas también se incluye su participacion en la sinaptogénesis, ya que, durante
el desarrollo postnatal, la microglia elimina las neuronas redundantes que no
establecen circuitos funcionales, ademéas remodela las sinapsis neuronales
fagocitando las espinas dendriticas que no reciben entradas de contactos sinapticos

(Colonna y Butovsky, 2017; Kettenmann et al., 2013).

Por otra parte, son responsables de montar una respuesta inmunolégica ante
patdgenos, células apoptéticas, sinapsis redundantes, agregados de proteinas y
otros antigenos particulados y solubles provenientes de lesiones en el SNC, tales
como derrames cerebrales, traumatismos y las causadas por enfermedades
neurodegenerativas (Colonnay Butovsky, 2017). Ademas, como fuente principal de
citocinas proinflamatorias, las células de la microglia son mediadores
fundamentales de la neuroinflamacién y pueden inducir o modular un amplio

espectro de respuestas celulares (Goldman et al., 2016).

En condiciones homeostaticas, la microglia adopta una morfologia ramificada
caracterizada por un cuerpo celular pequefio y multiples procesos ramificados
largos y delgados que pueden extenderse hasta 50 ym desde el soma. Cuando las
células microgliales adoptan estas caracteristicas morfoldgicas, se les denomina

microglia quiescente o en reposo (Smolders, 2019; Prinz y Priller, 2017).

Sin embargo, ante un estimulo patégenico o de dafio, cambian a un estado activado,
también denominado estado ameboide, de tipo proinflamatorio (activacion clasica o
M1), debido a que presentan en su membrana receptores de reconocimiento de
patrén (PRRs) como los receptores tipo toll (TLR), los receptores NOD, entre otros.
Estos receptores, inician sefales en respuesta a diversos patrones moleculares

asociados a patdgenos (PAMPSs), y estan encargados de promover una respuesta




inmune innata, incrementando la produccién y expresion de diversas citocinas,
guimiocinas, receptores de superficie, enzimas metabdlicas, 6xido nitrico y especies
reactivas de oxigeno, que permiten que, la microglia M1 sea capaz de fagocitar y
eliminar patdgenos. Por otro lado, en respuesta al dafio tisular la respuesta de la
microglia se origina por la activacion de TLR endd6genos, quienes reconocen a sus
ligandos, conocidos como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs) (Okun
et al., 2011). Asimismo, para detectar factores inflamatorios extrinsecos la microglia

expresa receptores a citocinas (Gertig y Hanisch, 2014).

Cuando la respuesta inflamatoria disminuye, la microglia se puede activar hacia un
perfil antiinflamatorio (activacion alterna o M2), que se encarga de promover la
cicatrizacion, la regeneracion del tejido y la angiogénesis. Asimismo, se caracteriza
por la secrecion de diversas quimiocinas y citocinas antiinflamatorias como IL- 10,
IL-4, y TGF-B (Wang et al., 2015), BDNF y arginasa 1 (Argl) (Parisi et al., 2016). A
su vez se ha subdividido a la microglia en diferentes subtipos M2 (Figura 2)
dependiendo de la expresion de receptores especificos y de las citocinas secretadas
(Orihuela et al., 2016).

La microglia reactiva modifica su morfologia, presentando hipertrofia del soma y
retraccion de los procesos, el cambio en la forma puede estar influido por la
Molécula adaptadora de unién a calcio ionizada 1 (IBA- 1). IBA-1 es una proteina
de unién a calcio que se expresa en el linaje monocitico (especialmente en la
microglia y macréfagos circundantes), interactda con la L-fimbrina, promoviendo la
reorganizacion de actina, modulando los procesos de migracion y fagocitosis en la
microglia reactiva (Ohsawa et al., 2004). También ha sido utilizada como marcador
para identificar a la microglia, sin embargo, recientemente se ha propuesto utilizar
a la proteina transmembranal 119 (TMEM119), como un marcador microglial
especifico. TMEM119 es una proteina de superficie celular, que facilita el transporte
de algunos iones y moléculas al interior de la célula; al utilizarse como marcador,

permite discriminar entre la microglia residente del SNC de los macrofagos que




pueden infiltrarse cuando ocurre algun cambio en la permeabilidad de la barrera

hematoencefalica (Satoh et al., 2015).
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Figura 2.- Estados de activacién de la microglia basados en el perfil inflamatorio y la funcién
efectora. En el estado M1 clasico, la exposicion a LPS y/o IFN-y estimula los receptores TLR4 o IFN-y1
y 2, respectivamente, lo que conduce a la activacion de los factores de transcripcion NF-kB y STAT1,y al
aumento de la expresion de CD86 y MHC-II. El aumento de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
produce una explosion de especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno (RNS)
y la liberacion de citocinas proinflamatorias, como IL-1a, IL-13, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-23, las quimiocinas
CCL2 y CCL20, y los receptores CCR2, y COX2. Se han propuesto estados M2 tras varios factores
estimulantes. Por ejemplo, tras la estimulacién con IL-4/IL-13, la union del receptor de IL-4 (IL-4R) inicia
la activacion de STAT6, cambiando las células hacia un fenotipo antiinflamatorio con un aumento de
Arg-1, expresion de CD206 y receptor de manosa (MR) y la liberacion de factores antiinflamatorios (IL-
4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-1RA, FIZZ1 y PPAR- y). La exposicion de las células a la IL-10 activa a STAT6a
través de la estimulacién de los receptores 1y 2 de esta citocina. La activacion de esta via promuevea
las células a un estado inmunosupresor, aunado a la expresion de CD206 y la liberacién de IL-10, TGF-
B, FIZZ1 y PPAR- y. Basado en Martinez y Gordon (2014).




7. Tratamientos farmacoldgicos para revertir la depresién.

Para contrarrestar los efectos del estrés y la depresion sobre la organizacion
estructural y funcional del hipocampo, se han utilizado diversas estrategias
terapéuticas, como lo son la psicoterapia, la terapia electroconvulsiva y la
farmacoterapia. Siendo los farmacos antidepresivos inhibidores selectivos de la
recaptura de Serotonina (ISRS) y norepinefrina (INSR), los tratamientos de primera
eleccion, ya que, han demostrado tener efectos terapéuticos en la neurogénesis
hipocampica, después de un tratamiento de 2-4 semanas (Willner et al., 1987;
Boldrini et al., 2009).

La mayoria de los farmacos utilizados ejercen accion sobre el sistema
monoaminérgico. Independientemente de su mecanismo de accion, el resultado
final es la regulacion de alguno de los siguientes neurotransmisores: serotonina (5-
HT), dopamina (DA), noradrenalina (NA). El incremento de la disponibilidad de
neurotransmisores en la hendidura sinaptica permite la regulacién a la baja de los
receptores postsinapticos, asi como su desensibilizacion, estos cambios
adaptativos en los receptores resultan en alteraciones en la expresion de
determinados genes, incluidos factores neurotréficos como el BDNF, que permiten

la sinaptogénesis (Stahl, 2013).

Sin embargo, a pesar de la eficiencia antidepresiva de estos farmacos, alrededor de
un 37% de pacientes con depresion mayor no responde al tratamiento tras 6-12
semanas, y un 53% no alcanza la remisién (Turner, 2008). Ademas, de que no ha
sido posible reducir completamente los efectos secundarios asociados a las dosis
(Tabla 1) y a la eventual tolerancia que pueden generar los tratamientos
farmacolégicos (Choi et al, 2010). En este sentido, la importancia de buscar la
eficiencia en la disminucién de sintomas depresivos y la minoracion de reacciones
agresivas para el organismo ha llevado a optar por tratamientos alternativos a los

farmacoldgicos, como la Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva (EMTr).




Tabla 1. Efectos farmacoldgicos de los distintos grupos de antidepresivos. AIRS: antagonista de serotonina e
inhibidor de recaptura de serotonina; AMT: agonista de receptores de melatonina; ATC: anti- depresivo triciclico;
Aa2: antagonista de receptores a2 de noradrenalina; DAT: transportador de dopamina; IRND: inhibidor de recaptura de
noradrenalina y dopamina; IRSN: inhibidor de recaptura de serotonina y noradrenalina; ISRN: inhibidor selectivode
recaptura de noradrenalina; ISRS: inhibidor selectivo de recaptura de serotonina; MM: antidepresivo multimodal;MT:
receptor de melatonina; NAT: transportador de noradrenalina; SERT: transportador de serotonina. Modificado de

Pérez-Esparza, 2017

Mecanismo de accidgn . Efectos
Grupo ) ) Farmacos . Efectos adversos comunes
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II. ANTECEDENTES

1. Estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz (EMTr 5 Hz).

La eficiencia de la EMTr como intervencién terapéutica para la depresion ha sido
respaldada por diversos autores, ya que es un método indirecto y no invasivo, que ha mostrado
tener resultados positivos en la clinica, sobre todo en pacientes que sufren de

depresion mayor (Gross et al., 2007).

Debido a que en la EMTr se producen pulsos electromagnéticos capaces de
atravesar el cuero cabelludo y el craneo, este método se ha utilizado para estimular
o inhibir distintas areas del cerebro, induciendo cambios en la excitabilidad neuronal
(Klomjai, Katz, y Vallée, 2015). Todas las partes del cerebro, debajo del craneo
pueden ser influenciadas, pero gracias a estudios de neuroimagen en pacientes
con depresion, la terapia se ha dirigido a la corteza prefrontal dorsolateral izquierda
(CPFDLI), zona que participa en la integracion de las experiencias emocionales y

cognitivas de los individuos (Stuss y Levine, 2000).

La mayoria de los estudios realizados con EMTr en humanos ha sido a frecuencias
altas (10 y 20 Hz), siendo escasos los trabajos referentes al efecto antidepresivo de
la EMTr a 5 Hz. Sin embargo, Armas-Castafieda y colaboradores (2015)reportan
gue la aplicacion de EMTr a 5 Hz en la CPFDLI disminuye los sintomas enpacientes
con depresion, y que esta mejoria se puede mantener hasta tres mesesdespués
del inicio del tratamiento. También se ha demostrado que la estimulacion a
frecuencia de 5Hz en la corteza prefrontal izquierda (CPFI) posee la misma
eficiencia antidepresiva y ansiolitica que la frecuencia de 10 Hz (Philip et al. 2015),
incluso existen reportes de similitudes entre el efecto antidepresivo entre protocolos
de estimulacién a 5 y 20 Hz (George et al. 2000). Aunque en la actualidad se
desconoce el mecanismo completo mediante el cual actia la EMTr, algunos

estudios han sugerido que esta relacionado con la disminucion de dopamina en la




corteza frontal, y un aumento de ésta en el hipocampo (Chervyakov et al., 2015).
Ademas, de que la estimulacion favorece la sintesis del factor neurotrofico derivado
del cerebro (brain-derived neurotrophic factor, BDNF), el cual se relaciona con la
neurogénesis, la migracion y diferenciacion neuronal, el desarrollo dendritico y
axonal, y formacion de sinapsis (Chervyakov et al., 2015; Lisanby y Belmaker, 2000;
Muller et al., 2000).

Como se ha mencionado con anterioridad, existe una la estrecha relacion entre la
neurogénesis y los efectos de la EMTr a 5 Hz, en este sentido, la afectacion del
hipocampo a causa del trastorno depresivo, resulta ser una zona adecuada para

recibir estimulos que favorezcan el proceso neurogénico.

2. Persistencia de los efectos tipo antidepresivos de la EMTr a 5Hz.

Los efectos de la EMTr a 5 Hz en ratones expuestos a ECI, se han visto
relacionados a efectos pro-neurogénicos en el hipocampo. En este sentido se ha
observado el aumento de la glia radial, incremento en la proliferacion de neuronas
maduras y de fibras musgosas, ademas, de favorecer la disminucion de conductas
depresivas como la anhedonia y la desesperanza (Meneses, 2018). Armas-
Castafieda y colaboradores (2015) han reportado no sélo los efectos EMTr a 5 Hz
en pacientes con diagnostico de depresion y ansiedad, sino la persistencia de sus
efectos antidepresivos durante los tres meses siguientes, después de la Ultima

sesion de tratamiento (medido en base a la escala de Hamilton).

Recientemente, Rocha (2020) report6 que la estimulacion en la CPFDLI, en ratones
BALB/c expuestos a ECI, tratados durante 4 semanas con sesiones de EMTr a 5
Hz, que ademas recibieron sesiones de mantenimiento (EMTr a 5Hz) durante 5
semanas, favorece la maduracion de las espinas dendriticas en las células
granulares del giro dentado (Figura 2A); Asimismo los ratones expuestos a

sesiones de mantenimiento mejoraron su comportamiento al revertir los efectos




tipo depresivos del ECI observado como condicion del estado del pelaje
(autocuidado) y prueba de nado forzado (desesperanza) (Figura 2B). Sin embargo,
a pesar de que se conoce la relacion que tiene la neurogénesis hipocampal en el
efecto antidepresivo, los mecanismos moleculares y celulares por los cuales se

lleva a cabo aun no han sido totalmente determinados.
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Figura 3.- La estimulacion magnética transcraneal a 5Hz favorece la maduraciéon de espinas
dendriticas en las células granulares del Giro dentado. Ratones expuestos a estrés cronico impredecible
(ECI) y tratados con Estimulacién magnética transcraneal 5Hz sin sesiones de mantenimiento (EMTr SM)
0 con sesiones de mantenimiento (EMTr CM). El grupo SHAM SM (ratones con exposicion a ECI, y
exposicién a EMTr sin pulso), grupo SHAM CM (con exposicion a ECI, exposicion a EMTr y sesiones de
mantenimiento, ambas sin pulso). A) Los datos representan el nimero de espinas dendriticas en 10 micras,
observadas mediante Colgi-Cox. Se muestra la media + el error estdndar de la media (SEM). ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). B) Se muestra
la determinacion semanal del estado de pelaje. En la primera parte de la gréafica (lado izquierdo) se muestra
el estado del pelaje de la semana 1 ala 5 en las quese determiné el efecto del estrés cronico impredecible
sobre el deterioro del pelaje. En la parte media de lagréafica se observa el periodo en el que se aplico el
tratamiento de la semana 6 a la semana 10 y en la partedel lado derecho se muestra el tiempo en el que se
aplicaron las sesiones de mantenimiento. Tomado de Rocha, 2020.
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Figura 4. Efecto de la EMTr 5Hz sobre las células gliales en el hipocampo. A) Microglia total en el giro
dentado. ANOVA unidireccional. Bonferroni pos hoc p< 0,001, ANOVA de dos vias. (Factor de
tratamiento: F= 6,248, p< 0,001, factor Morfologia: F= 58,920, p< 0,001, Factor de interaccién: F=
5,293, p= 0,002). Bonferroni pos hoc. p= 0,009. n= 4. a=0,05. El simbolo # representa la comparacion
del grupo Ctrl conel grupo CMS y Sham y el simbolo * representa la comparacion del grupo de
tratamiento con el grupo Ctrl, CMS y Sham. Tomado de Meneses, 2021.

Dada la participacion de las células gliales en la neurogénesis, Meneses et al, (2021,
articulo en preparacién) analizé6 si la EMTr 5 Hz afectaba otras poblaciones
celulares. Las células de la astroglia no presentaron cambios al analizar la densidad
celular mediante inmunomarcaje con GFA; Sin embargo, se observo un incremento
de las células IBA-1* en ratones Balb/c expuestos a estrés crénico que,
posteriormente recibieron tratamiento con EMTr 5 Hz durante 4 semanas. Ademas,
al analizar la morfologia de las células IBA-1*, se logré identificar que la mayoria de
estas células correspondia a una morfologia ramificada, que se ha relacionado

directamente a un perfil microglial antinflamatorio.

No obstante, se considera relevante realizar estudios que ayuden a comprender
cuales son las modificaciones causadas por la EMTr a 5 Hz en la microglia que
conllevan a la persistencia de sus efectos antidepresivos y a nivel plastico en el

hipocampo.




ll. JUSTIFICACION

La depresidn es un trastorno neuropsiquiatrico que cursa con alteraciones plasticas
en el sistema limbico. Ademés, la depresion se ha asociado con procesos
inflamatorios conocidos como neuroinflamacion. Estas alteraciones son revertidas
por farmacos antidepresivos que muestran poca eficiencia en estudios clinicos. A
razon de esto, se han buscado alternativas terapéuticas entre las que se encuentra
la estimulacion magnética transcraneal repetitiva. En este sentido, diversos estudios
clinicos han revelado los efectos benéficos de la EMTr para revertir las alteraciones
producidas por la depresion. Sin embargo, no se conoce si la EMTr tiene la
capacidad de modular a la microglia para que los efectos de esta alternativa

terapéutica tanto a nivel conductual como pléstico perduren.

IV. HIPOTESIS

La EMTr 5 a Hz revierte las alteraciones en la microglia y el incremento en citocinas
proinflamatorias producidas por el ECI en el nicho pro-neurogénico del hipocampo
para mantener sus efectos tipo antidepresivos.




V. OBJETIVOS

¢ General

Determinar la capacidad de la EMTr para revertir los efectos producidos por
el ECI en la microglia y en las citocinas pro-inflamatorias en el hipocampo.

¢ Particulares

Cuantificar el numero de células positivas a Iba-1 en el hipocampo de
roedores expuestos a ECI que fueron o no tratados con EMTr a 5 Hz.

Determinar las alteraciones morfolégicas de las células positivas a lba-1 en
el hipocampo de roedores expuestos a ECI que fueron o no tratados con
EMTr a5 Hz.

Cuantificar la expresion del TMEM119 en el hipocampo de roedores
expuestos a ECI que fueron o no tratados con EMTr a 5 Hz.

Cuantificar la expresion de las interleucinas IL1-f, IL-6, TNF-a e IFN-y en el
hipocampo de roedores expuestos a ECI que fueron o no tratados con EMTr
a 5Hz.




VI. MATERIAL Y METODOS

Para este proyecto se utilizaron cerebros de animales que se obtuvieron de dos
proyectos. El primero, titulado: “EMTr 5 Hz induce cambios micro vy
macroestructurales en dendritas en modelo murino de estrés”, para observar los
cambios producidos durante un primer set de estimulacion, y el segundo “Estudio
de la persistencia del efecto tipo antidepresivo de la estimulacion magnética
transcraneal repetitiva (5Hz) en un modelo murino de depresion: implicacién de la
neuroplasticidad”, para analizar los cambios producidos por la implementaciéon de

sesiones de mantenimiento EMTr 5 Hz.

1. Animales

Se utilizaron ratones hembra de 10 semanas de edad de la cepa Balb/c obtenidos
del Bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz
(INPRFM). El alojamiento de los animales se realiz6é en cajas de policarbonato, las
cuales se colocaron en una habitacion a temperatura 25° + 1 :C y en condiciones
de ciclo invertido 12-h luz/12-h oscuridad. Un total de 35 ratones, distribuidos
aleatoriamente en 5 grupos de 7 individuos (Tabla 1) se mantuvieron con acceso a
alimento y agua ad libitum. Los animales fueron manejados de acuerdo con los
principios generales de cuidados de animales de laboratorio (Comité del consejo
Nacional de investigacién, 2011) y todos los procedimientos experimentales se
hicieron con base a la NOM- 062-Z00-1999, aprobados por el Comité de Etica del
INPRFM.




Tabla 2. Grupos experimentales. Ratones hembra BALB/c fueron distribuidos en cinco grupos
experimentales durante 15 semanas, mas una semana previa de aclimatacién. Grupo 1: Control (sin
exposicion a ECI ni a tratamiento); Grupo 2: EMTr S/M (con exposicion a ECly a EMTr 5 Hz); Grupo
3: EMTr C/M (con exposicién a ECI, EMTr 5Hz y sesiones de mantenimiento EMTr 5 Hz); Grupo 4:
Sham S/M (con exposicion a ECI, y exposicion a EMTr sin pulso); Grupo 5: Sham C/M (con
exposicién a ECI, exposicion a EMTr y mantenimiento, ambas sin pulso).

Grupo Estatus ECI  EMTr (5h2) Sesiones de Individuos por
mantenimiento grupo (n)
1 Control - . i -
2 EMTr S/IM + + ) ;
3 EMTr C/M + + + 7
4 Sham S/M + Exposicion ) ;
sin pulso
5 Sham C/M + Exposicion Exposicion sin .
sin pulso pulso

2. Modelo de estrés crénico impredecible

El protocolo de estrés cronico impredecible (ECI) fue adaptado de un protocolo
original propuesto por Willner, et al. (1992) y de modificaciones propuestas por Vega
Rivera, et al. (2016). Durante una semana previa al inicio del ECI los ratones se
mantuvieron en habituacién, y posteriormente fueron expuestos a dos o tres

estresores diarios elegidos al azar, durante 15 semanas (Tabla 3).

De la semana 5-9, los animales fueron tratados con Estimulacibn magnética
transcraneal de 5Hz (EMTr 5Hz). Al término de la novena semana se realizo el
primer set de pruebas conductuales (nada forzado, rotarod y campo abierto), v,

posteriormente se iniciaron las sesiones de mantenimiento EMTr 5 Hz durante 5




semanas (semana 10-15). Al finalizar estas sesiones, se aplicé el segundo set de
pruebas conductuales, y una vez concluidas, los animales fueron eutanizados
mediante decapitacion, para obtener muestras de cerebro y sangre. Al inicio de la
quinta semana los ratones recibieron una dosis de cloro-2'-desoxiuridina (CldU; 50

mg/ kg; i.p.). y en la décima semana una dosis Unica de yododesoxiuridina (IdU ;50
mg / kg; i.p.).

Tabla 3. Estresores utilizados en el desarrollo de estrés crénico impredecible (ECI). Durante el
protocolo de ECI, dos o tres estresores fueron aplicados diariamente. En la columna derecha de la
tabla, se muestra el tiempo de exposicion de los animales a cada estresor.

Estresor Tiempo de exposicion (h)

Oscuridad continua 3

Restricciéon de

o 1
movimiento

Caja en rotacion (35-45
rpm)

Luz continua

Frio (4 °C)

Ruido blanco

=

Luz estroboscopica
Cajainclinada (45 °)
Cama mojada
Hacinamiento

W Rk O W o Wk o

Olor arata

=
N

Privacién de comida

3. Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva (EMTT).

Se utilizé un estimulador Mag Pro R30 y una bobina refrigerada para estimular la
corteza prefrontal izquierda de los individuos. La EMTr se realiz6 aplicando treinta
trenes de estimulacion de 5 Hz, con 10 pulsos por tren e intervalos de 10 segundos
entre trenes (Armas-Castafeda et al., 2015). En los ratones del grupo 4 y 5 (Tabla

1), se empleo un blogue de acrilico de 6 cm de grosor para evitar el contacto entre




el craneo y los pulsos magnéticos. En todos los animales la bobina fue colocada
sobre la cabeza del ratdn y en posicion paralela a la columna vertebral. Las sesiones
de mantenimiento se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones descritas para la
estimulacion EMTr 5 Hz. Sin embargo, los animales que recibieron sesiones de
mantenimiento se sometieron a una disminucién gradual de sesiones (cuatro
sesiones en la semana 1, tres sesiones en la semana 2, dos en la semana 3, y una

en las semanas 4y 5).

4. Procesamiento de cerebros

Dos horas después de finalizar el segundo set de pruebas conductuales, los ratones
fueron sacrificados mediante decapitacion, y posteriormente se obtuvieron los
cerebros, los cuales fueron separados en hemisferio izquierdo y derecho,
inmediatamente se colocaron en paraformaldehido (PFA) al 4% en una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M (PBS, pH=7.4) y se mantuvieron en refrigeracion.
Después de 24 horas, las muestras se transfirieron a sacarosa al 30% en PBS.
Eventualmente, el hemisferio derecho fue cortado en secciones sagitales de 40 um
de grosor con un microtomo deslizante, y los cortes fueron almacenados a 4° C en
una solucién crioprotectora (25% de etilenglicol y 25% de glicerina en un tampon de

fosfato 0,05 M) hasta su futuro procesamiento para inmunohistoquimica.

5. Inmunohistoquimica

Para realizar la deteccion de células microgliales, se identific6 mediante
inmunomarcaje a la molécula adaptadora de union a calcio ionizada 1 (IBA- 1)y a
la proteina transmembranal 119 (TMEM119); para ello, los cortes se lavaron con
una solucion TBS 1x (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7.5) para retirar la solucién
crioprotectora. Posteriormente se incubaron con una solucion de peroxido de
hidrégeno al 0.6% durante 30 minutos, y al término, se retiré con una solucion TBS
1x. En seguida, el tejido se incubé a 90 °C durante 30 minutos con Buffer de citratos

(Sodio citrato tribasico dihidrato, 0.1% Tween 20), finalizada la incubacién, se




realizaron dos lavados de 5 minutos con Buffer de citratos frio, y después tres

lavados con TBS 1x de 5 minutos cada uno.

Se procedio a realizar un bloqueo inespecifico con una solucion proteica (1% Triton
X-100, 3% suero de cabra en TBS 1x) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Luego se removio la soluciéon de bloqueo, y se incubaron los cortes de tejido cerebral
por 24 horas a 4°C con los anticuerpos primarios anti-lbal (1:1500, abcam,
ab178847), y anti-TMEM119 (1:1000, ab209064) diluidos en solucién bloqueadora.
Posteriormente se realizaron lavados consecutivos con TBS 1x para eliminar el
exceso de anticuerpo. Para la deteccidn del anticuerpo primario se utilizé anticuerpo
secundario biotinilado (1:250, Jackson immunoresearch, 111-065-003), el cual se
incubé durante 2 horas a temperatura ambiente, y posteriormente se quitd el
excedente de anticuerpo con lavados de TBS 1x. Después se afiadio al tejido
solucion de tincidbn complejo avidina-biotina (ABC Kit Peroxidase-HRP standard,
Vector laboratories, PK-4000) incubado a temperatura ambiente durante 30
minutos. Al finalizar, se realizaron lavados con TBS 1x. Para el revelado
colorimétrico, a las muestras se les afiadié substrato DAB (3,3-diaminobencidina,
DAB Peroxidase Substrate, Vector laboratories, SK-4100) durante 10 minutos, al

término, se lavo el excedente con agua desionizada.

Finalmente, los cortes fueron montados en medio Neumount (Merck, Naucalpan,
Estado de México, México), y observados al microscopio (LEICA DM500 concamara
acoplada ICC50; Buffalo Grove, IL, USA) para cuantificar el nimero de células IBA-
1 positivas (IBA-1*) en la capa de células granulares y a través de la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo. La medicion del area del giro dentado
se llevé a cabo utilizando el software ImageJ version 1.41 (NIH, Bethesda,MA, USA),
y el ratio células Iba-1*/ area, se determino dividiendo estos dos valores.Para el
inmunomarcaje con TMEM119, la cuantificacion se realizo mediante densitometria
Optica. Las laminillas fueron fotografiadas digitalmente utilizando un

sistema previo de calibracion para estandarizar cada imagen en tamafio e

intensidad de iluminacién. Se establecieron 20 cuadrantes de 50x50 ym a través de




la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, y se realiz6 la lectura de la
densidad optica relativa (DO) con ayuda del software ImageJ version 1.41 (NIH,
Bethesda, MA, USA). Se utilizé una escala monocromatica para establecer la
cuantificacion relativa del inmunomarcaje con TMEM119, donde la intensidad de la
coloracion se consider6 proporcional a la cantidad de inmunoreactividad del

marcador.

8. Analisis morfométricos

Para estimar los datos morfométricos, las células se analizaron en toda la extension
rostro-caudal de la capa celular granular (Bregma 1,34 a 3,20) utilizando el objetivo
a 40X. La evaluacion de las células microgliales, se llevé a cabo utilizando el
software ImageJ version 1.41 (NIH, Bethesda, MA, USA). Se midio el area total de
la célula, el perimetro del soma, el nimero de procesos y la longitud de los procesos
en células marcadas con IBA-1, en base a los siguientes criterios: células sin
solapamiento o con un solapamiento minimo con los procesos de las células
adyacentes. Los datos morfométricos se estimaron para todos los grupos

experimentales.

9. Inmunofluorescencia

Para descartar que el incremento de células IBA-1* era originado por la infiltracion
de células monociticas en el giro dentado del hipocampo, se identific6 mediante
inmunofluorescencia el marcaje de células positivas a IBA-1y TMEM119. Para ello,
los cortes se lavaron con una solucion TBS 1x (50 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, pH
7.5) para retirar la solucién crioprotectora. Posteriormente se incubaron con una
solucion de peréxido de hidrégeno al 0.6% durante 30 minutos, y al término, se retiré
con una solucion TBS 1x. En seguida, el tejido se incubd a 90 °C durante 30 minutos
con Buffer de citratos (Sodio citrato tribasico dihidrato, 0.1% Tween 20), finalizada




la incubacion, se realizaron dos lavados de 5 minutos con Buffer de citratos frio, y

después tres lavados con TBS 1x de 5 minutos cada uno.

Se procedio a realizar un bloqueo inespecifico con una solucion proteica (1% Triton
X-100, 3% suero de burro en TBS 1x) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Luego se removid la solucién de blogueo, y se incubaron los cortes de tejido cerebral
por 48 horas a 4°C con el anticuerpo primario anti-TMEM119 (1:500, ab209064)
diluido en solucion bloqueadora. Posteriormente se realizaron lavados consecutivos
con TBS 1x para eliminar el exceso de anticuerpo. Para la deteccidn del anticuerpo
primario se utilizO anticuerpo secundario biotinilado (1:250, Jackson
immunoresearch, 111-065-003), el cual se incub6 durante 2 horas a temperatura
ambiente, y posteriormente se quit6 el excedente de anticuerpo con lavados de TBS
1x. Después se afadio al tejido solucién de tincion complejo avidina-biotina (ABC
Kit Peroxidase-HRP standard, Vector laboratories, PK-4000) incubado a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Al finalizar, se realizaron lavados con
TBS 1x. Para el revelado colorimétrico, a las muestras se les afiadi6 como substrato
de amplificacion de sefial, tiramida Alexa fluor®-488 (ThermoFisher scientific,
B40953) diluido en buffer de reaccién (TBS 1x, peréxido de hidrogeno 0.0015%, pH
7.5) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el tejido cerebral
se lavo con TBS 1x, seguido de un bloqueo con anticuerpo IgG (H+L) F(ab’)2 de
conejo (10wg/ml, Jackson immunoresearch, 711-006-152) diluido en solucion
bloqueadora durante 30 minutos, al término se realizaron lavados con TBS 1x. En
seguida, se realiz6 un bloqueo inespecifico con una solucién proteica (1% Tritdn X-
100, 3% suero de burro en TBS 1x) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al
finalizar, el tejido se incub6 por 24 horas a 4°C con anticuerpo primario anti-lbal
(1:1000, abcam, ab178847) diluido en solucién bloqueadora. Posteriormente se
realizaron lavados consecutivos con TBS 1x para eliminar el exceso de anticuerpo.
Para la deteccion del anticuerpo primario se utiliz6 un anticuerpo secundario
acoplado a Alexa fluor®-647 (1:500, abcam, ab150115), el cual se incub6 durante 2

horas a temperatura ambiente, posteriormente se quitdé el excedente con lavados




de TBS 1x. Finalmente, los cortes fueron montados en medio Aqua-Poly/Mount
(Polyscience Inc.,18606-20, Warrington, PA, USA) y observados al microscopio
confocal LSM-500 (Zeiss, TH, DEU).

10. Obtencién de suero.

Las muestras de sangre fueron obtenidas de ratones de todos los grupos
experimentales. Se coloco la muestra en microtubos de polipropileno 600 pl, y se
mantuvieron en hielo hasta la centrifugacion. Las células se centrifugaron a 950 g,

para permitir la eliminacion de eritrocitos y la extraccion de suero.

11. Cuantificacién de proteinas

La determinacion total de proteina sérica se llevo a cabo mediante el método de
Bradford. Se realiz6 una solucion de Albumina Sérica Bovina (Bovine Serum
Albumin, BSA. Sigma Aldrich, 9048-46-8) de concentracion 1 mg/ml, a partir de la
cual se hicieron diluciones seriadas para la elaboracion de una curva estandar de
concentraciones conocidas. Se midié la absorbancia en un lector de microplacas
multimodo GloMax® Explorer (Promega, FRA) a 600 nm. Se calcularon los

microgramos de proteina por microlitro en el volumen total de las muestras.

12. Arreglo de proteinas

Para estimar la secrecion de citocinas pro y antiinflamatorias se utilizaron muestras
de proteina obtenidas de suero de sangre periférica de los diferentes grupos de
animales. La identificacion del contenido proteico se analizé6 mediante arreglos de
anticuerpos (Mouse Cytokine Array C1000, RayBiotech, AAM-CYT-1000, GA, USA).
Los ensayos se realizaron por duplicado, y la cantidad de proteina utilizada en cada
membrana fue de 400 pym. Se siguieron las especificaciones del fabricante, iniciando

con un bloqueo de las membranas. Se colocaron las membranas en diferentes




placas y se adicion6 2 ml de Solucion Buffer de Bloqueo en cada una,
posteriormente se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion
constante. Una vez terminado el bloqueo, se retird la solucion de las placas y se
afadio la muestra de suero sanguineo diluida en solucién blogueadora en cada
membrana. La incubacion de las membranas se realiz6 durante 24 horas a 4° C.
Una vez terminada la incubacion, se retird el exceso de buffer y se continuo con una
serie de lavados durante 5 minutos a temperatura ambiente y agitacion constante
con solucién 1X de lavado 1 y Il, respectivamente (RayBiotech, GA, USA). Después
de retirar las soluciones de lavado, se adicion6 1 ml del céctel de ab biotinilado C3
o C4 a cada membrana correspondiente, la incubacion se llevo a cabo durante 2
horas a temperatura ambiente en agitacidn constante. Posterior al tiempo de
incubacion, se retird el céctel de anticuerpo y se procedié a realizar otra serie de
lavados. A continuacion, se colocaron 2 ml de la solucién 1X HRP-estreptavidina
para cada membrana, incubando por 2 horas a temperatura ambiente. Posterior al
tiempo de incubacion, se retir6 la solucion HRP-estreptavidina y se realizé una serie
de lavados, como se describio anteriormente. Finalmente se procedi6 a la deteccion
por quimioluminiscencia, para ello las membranas lavadas y hUumedas se colocaron
sobre una hoja de acetato, posteriormente se adicion6 500 yl de la solucion
preparada con los buffer de deteccién C y D a cada membrana, y se incubaron a
temperatura ambiente por dos minutos. Inmediatamente después, se coloco otra
hoja de acetato sobre las membranas. Las membranas se procesaron en el
fotodocumentador (ChemiDoc Touch Imaging System, BIORAD, 17001401, CA,
USA).

13. Andlisis Estadistico

Para evaluar las diferencias en los distintos parametros medidos, los resultados se
analizaron con el programa SigmaStat version 12.0 (Systat Software Inc.). Se
utilizaron pruebas estadisticas de analisis de varianza (ANOVA) de una via o de

dos vias dependiendo de los parametros analizados. Las comparaciones multiples




se realizaron aplicando la prueba post hoc de Bonferroni estableciendo un valor de
p <0.05.

VII. RESULTADOS

EMTr 5 Hz incrementa el niumero de células IBA-1* en la capa de células
granulares del giro dentado.

Considerando los reportes anteriores que indican la importancia de la respuesta del
Sistema inmunolégico al estrés cronico y las alteraciones que éste provoca en la
microglia (Kreisel et al., 2014; Milior et al., 2016), examinamos las modificaciones
en el estado de las células microgliales (numero de células en la capa granular del
giro dentado y morfologia) tras la exposicion al estrés crénico y al tratamiento con
EMTr a 5 Hz. La cuantificacion de la microglia se realiz6 en dos grandes
agrupaciones; la primera, a la cual pertenecian los grupos que recibieron un primer
set de estimulacion a 5 Hz durante 4 semanas (Fig. 5B); y la segunda, en la que se
incluyeron los grupos que recibieron o no sesiones de mantenimiento con EMTra 5
Hz (Fig. 5C).

El nimero de células marcadas con IBA-1 se redujo significativamente (Fig. 5B) en
el grupo expuesto a estrés cronico impredecible (37.45 £ 6.6) en comparacién con

el grupo control sin estrés (48.6 £ 5, p < 0.001).

Por el contrario, en comparacién con el grupo estresado, el tratamiento con EMTr 5

Hz incremento significativamente el nUmero de células IBA-1*(63.8 £ 6.6, p < 0.001).

Dicho aumento también es significativo al compararlo con los ratones del grupo
control (Fz9 = 87.926, p < 0.001). En comparacion con el grupo estresado, el

tratamiento con EMTr 5 Hz incremento significativamente el nimero de células IBA-




1*(63.8 £ 6.6, p <0.001). Dicho aumento también es significativo al compararlo con

los ratones del grupo control.

Hallazgos similares, se observan aldn en los grupos expuestos a sesiones de
mantenimiento (Fig. 5C), donde los individuos estresados pertenecientes al grupo
SHAM SM y SHAM CM muestran una reduccion significativa de la densidad
microglial (35.4 +7.4, p < 0.005; 39.65 + 3.4, p <0.005, respectivamente)
comparados con el grupo no estresado (45.95 + 3.7). Ademas, se observa un
aumento en la poblacion celular Iba 1* en los individuos sometidos a EMTr 5 Hz
tanto con sesiones de mantenimiento (51.65 + 3.55) como sin ellas (55.6 + 5.3)
comparados con el grupo control. Sin embargo, las sesiones de mantenimiento con
EMTr 5 Hz parecen no influir en la modificacion de la densidad microglial,
comparado con el grupo EMTr SM (p = 0.866) cuando el factor estrés permanece
constante. Este incremento también es significativo al compararlo con los ratones

del grupo control (p < 0.001).

Por el contrario, en comparacién con el grupo estresado, el tratamiento con EMTr 5
Hz incremento significativamente el nUmero de células IBA-1* (63.8 + 6.6, p < 0.001,
F2,0=87.926, p < 0.001).

La EMTr 5 Hz modifica la morfologia de las células IBA-1 positivas en el giro
dentado de ratones expuestos a un estrés cronico.

Se sabe que la morfologia y la funcion de la microglia estan estrechamente
relacionadas, y que los cambios en estos parametros pueden corresponder con
cambios en el perfil de activacion microglial (Orihuela et al., 2016), para abordar
esta cuestion, se analiz6 la morfologia de las células IBA-1* en el giro dentado. El
analisis morfolégico se realizé en dos grandes agrupaciones; la primera, a la cual
pertenecian los grupos que recibieron un primer set de estimulacién a 5 Hz durante
4 semanas (Fig. 6); y la segunda, en la que se incluyeron los grupos que recibieron
sesiones se mantenimiento con EMTr a 5 Hz (Fig. 7).




Los datos muestran que el estrés cronico reduce significativamente el nimero de
procesos (Fig. 6Ay 7B; 2.92 £ 1.1, p < 0.001) y la longitud de estos (Fig. 6B, C; 7C,
D; 60 £ 4.15, p < 0.001) con respecto al grupo control sin estrés (5.58 £ 0.42, p <
0.001; 93.42 + 5.89, p < 0.001); Sin embargo, esta disminucion logra revertirse por
efecto de la EMTr a 5 Hz, tanto en individuos que recibieron sesiones de
estimulaciéon sin mantenimiento (4.865 + 0.95, p < 0.001; 80.46 + 2.46, p < 0.001)
como los que recibieron sesiones de estimulacion con mantenimiento (4.925 + 1.25,
p < 0.001; 99.32 + 3.68, p < 0.001).

Estos datos son consistentes con lo observado en las figuras 6D y 7E, donde se
representa el area total de la célula. La disminucion del &rea celular es directamente
proporcional al acortamiento de los procesos por la exposicion al estrés crénico
(731.572 + 10.5, p < 0.001; 739.175 = 9.80, p < 0.001), dicho fenémeno se ve
atenuado por el tratamiento con EMTr 5 Hz, tanto con sesiones de mantenimiento
(2023.08 £12.8, p < 0.001), como sin ellas (2102.75 £ 15.3, p < 0.001).

En este mismo sentido, la reduccion del perimetro del soma de células IBA-1* bajo
condiciones de estrés cronico, es consistente con lo reportado por Kreisel et al.,
(2014). Sin embargo, esta condicién es revertida por la exposicion a EMTr 5 Hz
(Fa,15= 56.03, p < 0.001).

Es de destacar, que la EMTr a 5 Hz revirtié las alteraciones de estas células, ain
bajo la constante exposicion a estrés cronico durante todo el desarrollo experimental
tanto en los grupos que recibieron solo un set de estimulacion, como los que ademas
recibieron sesiones de mantenimiento. Estas observaciones indican que las
modificaciones en la morfologia de la microglia ocasionadas por el efecto de la EMTr
a 5 Hz persisten por al menos 7 semanas aun en presencia de estrés cronico

impredecible.
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Figura 6.- La estimulacién magnética transcraneal de 5 Hz revierte las alteraciones morfolégicas en la microglia
causadas por el estrés crénico. A) Los datos muestran el nimero de procesos por célula (N=4). B) La longitud total de los
procesos se estimé con la sumatoria de la longitud de los procesos por célula (N=4). C) Los datos muestran la longitud del
proceso mas largo de cada célula. D) Los datos representan el area total del cuerpo celular (N=4). E) Los datos muestran el
perimetro del soma (N=4). Los datos representan la media * el error estandar de la media (SEM). ANOVA de una via seguido
de la prueba post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001).
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Figura 6.- La estimulacion magnética transcraneal de 5 Hz revierte las alteraciones morfoldgicas en la microglia
causadas por el estrés crdnico. A) Los datos muestran el nimero de procesos por célula (N=4). B) La longitud total de los
procesos se estimd con la sumatoria de la longitud de los procesos por célula (N=4). C) Los datos muestran la longitud del
proceso mas largo de cada célula. D) Los datos representan el area total del cuerpo celular (N=4). E) Los datos muestran el
perimetro del soma (N=4). Los datos representan la media * el error estandar de la media (SEM). ANOVA de una via seguido
de la prueba post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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Figura 7.- Persistencia de los efectos de la estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz en las alteraciones morfolégicas
en la microglia causadas por el estrés crénico. A) Se muestran microfotografias representativas de células de la microglia 40X
(Control, EMTr SM, EMTr CM, SHAM SM, SHAM CM, respectivamente). Barra de escala = 10 um. B) Los datos muestran el
numero de procesos por célula (N=4). C) La longitud total de los procesos se estimé con la sumatoria de la longitud de los procesos
por célula (N=4). D) Los datos muestran la longitud del proceso mas largo de cada célula. E) Los datos representan el area total
del cuerpo celular (N=4). F) Los datos muestran el perimetro del soma (N=4). Los datos representan la media * el error estandar
de la media (SEM). ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).



EMTr 5 Hz revierte la disminucion de la densidad de células TMEM119* en la
capa de células granulares del giro dentado ocasionada por la exposicion a

estrés cronico.

Debido a que IBA-1 se encuentra presente en células del linaje monocitico como
macréfagos periféricos y monocitos; y, que el estrés crénico puede afectar la
homeostasis de la barrera hematoencefalica afectando su permeabilidad y
permitiendo la migracién transendotelial de macrofagos, era necesario corroborar si
el incremento de células IBA-1*en el giro dentado se debia exclusivamente a células
microgliales. Para ello se cuantificé la densidad celular utilizando la expresiéon de
TMEM119. La cuantificacion se realiz6 en dos grandes agrupaciones;la primera, a
la cual pertenecian los grupos que recibieron un primer set de estimulacion a 5 Hz
durante 4 semanas (Fig. 8); y la segunda, en la que se incluyeron los grupos que

recibieron sesiones se mantenimiento con EMTr a 5 Hz (Fig. 9).

Las observaciones indican que la densidad de células TMEM119* se redujo
significativamente (Fig. 8B) en el grupo expuesto a estrés cronico impredecible
(288.211 £ 9.26) en comparacion con el grupo control sin estrés (370.84 £ 8.137, p
< 0.001). Por el contrario, en comparacion con el grupo estresado, el tratamiento
con EMTr 5 Hz incremento significativamente la densidad de estas células (492.23
+11.24, p < 0.001).

Dicho aumento también es significativo al compararlo con los ratones del grupo
control. En comparacion con el grupo estresado, el tratamiento con EMTr 5 Hz
incremento significativamente el nimero de células TMEM119* (492.23 +11.24, p
< 0.001). Estas mismas observaciones se mantienen en los grupos expuestos a
sesiones de mantenimiento (Fig. 9B), donde los individuos estresados
pertenecientes al grupo SHAM SM y SHAM CM muestran una reduccion
significativa de la densidad microglial (292.353 +7.52, p <0.001; 285.176 + 3.4, p
<0.001, respectivamente) comparados con el grupo no estresado (359.761 + 7.52
F20=113.423, p < 0.001).




Ademas, se observa un aumento en la poblacion celular TMEM119* en los
individuos sometidos a EMTr 5 Hz tanto con sesiones de mantenimiento (428.865 +
7.52) como sin ellas (438.786 + 7.52) comparados con el grupo control (Fas,1s =
93.205, p < 0.001). Sin embargo, las sesiones de mantenimiento con EMTr 5 Hz
parecen no influir en la modificacién de la densidad microglial, comparado con el

grupo EMTr SM (p = 0.9321) cuando el factor estrés permanece constante.
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Figura 8.- EMTr 5 Hz revierte la disminucion de la densidad de células TMEM119* en la capa de células granulares del giro
dentado ocasionada por la exposicion a estrés crénico. A) Se muestran microfotografias representativas de células
microgliales en el hipocampo de ratones expuestos a estrés crénico (ECI), tratados con estimulacién magnética transcraneal (EMTr
5 Hz), o sin exposicion a estrés (Control) a 10X. Barra de escala = 100 um. B) Los datos representan la media * el error estandar
de la media (SEM). ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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Figura 9.- Persistencia de los efectos de la estimulacion magnética transcraneal a 5 Hz en la densidad de
células TMEM119* en la capa de células granulares del giro dentado ocasionada por la exposicién a estrés
cronico. A) Se muestran microfotografias representativas de células microgliales en el hipocampo de ratones
expuestos a estrés cronico (SHAM SM, SHAM CM), y a estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz (EMTr SM), a
sesiones de mantenimiento con EMTr 5 Hz (EMTr CM), o sin exposicion a estrés (Control). Barra de escala = 100 um.
B) Los datos representan la media * el error estandar de la media (SEM). ANOVA de una via seguido de la prueba
post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).




EMTr 5 Hz induce la expresion de citocinas antiinflamatorias provocando la
disminucion de citocinas proinflamatorias generadas por la exposicion a

estrés cronico impredecible

Las citoquinas son mensajeros clave entre la respuesta central y periférica, que
median la iniciacion, desarrollo, y sefializacion de procesos inflamatorios, al ser esta
una sefializacion bidireccional, fue de importancia conocer si los efectos de la EMTr
5Hz ocasionaba también cambios a nivel periférico. De los arreglos de 96 proteinas
se seleccionaron las principales citocinas proinflamatorias, y se analizaron en dos
grandes agrupaciones; la primera, a la cual pertenecian los grupos que recibieron
un primer set de estimulacién a 5 Hz durante 4 semanas (Fig. 10A); y la segunda,
en la que se incluyeron los grupos que recibieron sesiones de mantenimiento con
EMTr a 5 Hz (Fig. 10B). En el grupo SHAM, la secrecion de citocinas
proinflamatorias IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y, y TNF- @, tuvo un incremento
comparado con los grupos estimulados (79.58 +7.60, p <0.001; 30.89% 7.60, p
<0.001, respectivamente) comparados con el grupo no estresado (79.58 +7.60, p
<0.001; 1.09 + 7.60, p <0.001 F (a12) = 54.25, p < 0.001). Este fenbmeno se
mantuvo incluso cuando se aplicaron sesiones de mantenimiento (F (4, 20) = 14.70, p
< 0.0013).

Las citocinas antiinflamatorias tuvieron cambios por efecto de la EMTr 5 Hz. Del set
de arreglo de proteinas se seleccionaron las principales citocinas antiinflamatorias,
y se analizaron en dos grandes agrupaciones; la primera, a la cual pertenecian los
grupos que recibieron un primer set de estimulacién a 5 Hz durante 4 semanas (Fig.
11A); y la segunda, en la que se incluyeron los grupos que recibieron sesiones de
mantenimiento con EMTr a 5 Hz (Fig. 11B). En los grupos estimulados (sin sesiones
de mantenimiento), la secrecion de citocinas antiinflamatorias IL-4, IL-10, IL-13, IL-
15 tuvo un incremento considerable comparado con los grupos SHAM (108.4 *
20.63, p <0.0045; 9.488 +,20.63 p <0.0013, respectivamente) comparados con el




grupo no estresado (108.4+ 20.63, p <0.001; 23.93 + 20.63, p <0.0001 F (a12) =

13.40, p <0.001). Sin embargo, aun con sesiones de mantenimiento este fendbmeno
se mantuvo (F @,20)=16.13, p <0.0001). De acuerdo con las observaciones, la EMTr
5 Hz induce la expresion de citocinas antiinflamatorias, el incremento de estas
interleucinas provoca la disminucion de citocinas proinflamatorias generadas por la

exposicion a estrés cronico impredecible.
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Figura 10.- Persistencia de los efectos de la estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz en los niveles de
citocinas proinflamatorias periféricas. A) Se muestra la expresion relativa de citocinas proinflamatorias en ratones
expuestos a estrés cronico impredecible (SHAM), y a estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz (EMTr 5 Hz), o sin
exposicion a estrés (Control). B) Se muestra la expresion relativa de citocinas proinflamatorias en ratones expuestos
a estrés cronico impredecible (SHAM SM, SHAM CM), y a estimulacion magnética transcraneal a 5 Hz (EMTr SM) sin
o con sesiones de mantenimiento (EMTr CM), y sin exposicion a estrés (Control). Los datos representan la media + el
error estandar de la media (SEM). ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p <
0.01; *** p < 0.001).
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Figura 11.- Persistencia de los efectos de la estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz en los niveles de
citocinas antiinflamatorias periféricas. A) Se muestra la expresion relativa de citocinas proinflamatorias en ratones
expuestos a estrés crénico impredecible (SHAM), y a estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz (EMTr 5 Hz), o sin
exposicion a estrés (Control). B) Se muestra la expresion relativa de citocinas proinflamatorias en ratones expuestos
a estrés cronico impredecible (SHAM SM, SHAM CM), y a estimulacién magnética transcraneal a 5 Hz (EMTr SM) sin
0 con sesiones de mantenimiento (EMTr CM), y sin exposicion a estrés (Control). Los datos representan la media + el
error estandar de la media (SEM). ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (*p < 0.05; ** p <

0.01; *** p < 0.001).
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Figura 12. Efectos de la estimulacion magnética transcraneal a 5 Hz en la neurogénesis. A) microfotografias representativas
de la interaccidn de células DCX* (Verde, Alexa 488) e IBA-1* (Morado, Alexa 647). Imdgenes tomadas por microscopia confocal
a 40X. B) Se muestra la expresion en ratones expuestos a estrés cronico impredecible (SHAM), y a estimulacion magnética
transcraneal a 5 Hz (EMTr 5 Hz), o sin exposicion a estrés (Control). B) Se muestra la expresion relativa de citocinas
proinflamatorias en ratones expuestos a estrés cronico impredecible (SHAM SM, SHAM CM), y a estimulacion magnética
transcraneal a 5 Hz (EMTr SM) sin o con sesiones de mantenimiento (EMTr CM) y sin exposicion a estrés (Control) Los datos

representan la media * el error estandar de la media (SEM). ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (*p
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VII. DISCUSION

En el presente estudio, se encontr6 que la persistencia de los efectos tipo
antidepresivo de la EMTr a 5Hz se acompafian de modificaciones de la microglia en
el nicho neurogénico del hipocampo en roedores expuestos a estrés cronico
impredecible.

De acuerdo con Rocha (2020), el protocolo de estrés cronico utilizado en este
estudio produjo en ratones hembra de la cepa Balb/c conductas tipo depresivas,
tales como pérdida del autocuidado (observado como un mayor deterioro del estado

del pelaje) y desesperanza. Ademas, reportd que la estimulacion en la CFDLI, en
ratones hembra BALB/c expuestos a ECI, tratados durante 4 semanas con sesiones
de EMTr a 5 Hz, que ademas recibieron sesiones posteriores de mantenimiento
(EMTr a 5Hz) durante 5 semanas mas, favorece la maduracion de las espinas
dendriticas en las células granulares del giro dentado del hipocampo. Sin embargo,
se desconocia si los efectos a largo plazo de la EMTr 5 Hz eran promovidos
exclusivamente por células neuronales, ya que anteriormente se ha observado que,
durante procesos de estrés, las alteraciones en la microglia contribuyen a la
reduccion de la neurogénesis y la plasticidad neuronal, ademas de que representan
un componente importante en la patogénesis de la depresion (Kreisel et al., 2014;
Sierra et al., 2014). En nuestro modelo experimental se observé que el nUmero de
células microgliales se redujo significativamente (Fig. 5, 8 y 9) en los grupos
expuestos a estrés crénico impredecible en comparacion con el grupo control sin
estrés, y que, ademas en comparacion con el grupo estresado, el tratamiento con
EMTr a 5 Hz incrementd significativamente el nimero de células de la microglia. En
diversos estudios se han analizado los cambios que induce el estrés sobre la
densidad microglial. Kreisel et al. demostraron que la exposicién a corto plazo (2
dias) a estrés impredecible aumentd el nimero de microglia CX3CR1-GFP* en el
giro dentado, aunado a un incremento de las células microgliales marcadas con
bromodesoxiuridina, lo que sugirié que este tipo de estrés inducia proliferacion de

la microglia.

Por otra parte, la exposicion a estrés cronico (durante 5 semanas) redujo el nimero




de microglia CX3CR1- GFP* en el giro dentado, y ademas indujo apoptosis en estas
células que fueron positivas para caspasa-3*. Estos resultados sugieren que la
exposicion al estrés agudo induce una proliferacion transitoria de lamicroglia,
mientras que la exposicion prolongada al estrés provoca la apoptosis deéstas, lo
cual conlleva a la reduccion de la densidad microglial. Esta citopenia microglial
parece desempefiar un papel fundamental en los efectos conductuales del estrés,
pero el mecanismo de accion por el cual se lleva a cabo permanece en discusion.
La activacion microglial inducida por el estrés agudo, se caracteriza generalmente
por cambios morfoldgicos y activaciones funcionales. Una vez que la microglia es
activada, libera factores neurotéxicos, como NO, citocinas, quimiocinasy ROS (Nair
y Bonneau, 2006). Por otra parte, en diversas condiciones fisiolégicas o
neuropatolégicas, se ha asociado a la microglia con la expresién y secrecion de
sustancias neurotrdéficas, como el IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina
1) y el factor neutrotrofico derivado del cerebro (Ekdahl et al., 2009; Kettenmann et
al., 2011). Por lo tanto, alin no estéa claro el momento preciso en la microglia inducida
por estrés pasa de ser proinflamatoria a presentar propiedades antinflamatorias, o
viceversa (Tynan et al., 2010). Otras observaciones han atribuido el incremento de
células positivas a Iba-1, Cd11b y MHC-II (moléculas que comparten su expresion
tanto en células del linaje monocitico como la microglia), en procesos de estrés a
alteraciones de la barrera hematoencefalica (BH), ya que la neuroinflamacion
ocasionada por estrés pueden provocar una alteracion de la BH que permita que los
macrofagos se infiltren e influyan en el proceso de lesion y reparacioén (Hinwood et
al., 2012; Wang, et al., 2018). Sin embargo, una respuesta dirigida de la microglia
residente también puede ocurrir en ausencia de monocitos infiltrados (Peng et al.,
2008; Funk et al., 2011). Distinguir entre las sefiales de la microglia residente y los
macrofagos infiltrantes sigue siendo un factor de confusién a la hora de identificar
sefales exclusivas del SNC. Se ha sugerido que las células infiltrantes estan
implicadas en las lesiones inflamatorias graves, mientras que la microglia residente
se centra en el mantenimiento de la homeostasis tisular (Ginhoux y Jung, 2014). No
obstante, en afios recientes se ha optado por inmunomarcaje con moléculas
especificas, que solo son expresadas por la microglia residente, como en el caso

de TMEM119 que se ha convertido en un marcador fiable de células de la microglia,

sobre todo en inflamaciones créonicas como las ocurridas en enfermedades
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neurodegenerativas (Bohnert et al., 2020). Los datos obtenidos en el presente
trabajo han remarcado la importancia de analizar marcadores especificos de la microglia

cuando se trata de identificar densidad microglial en condiciones de estrés, gracias a ello

se pudo confirmar que el incremento de células IBA-1* tras el tratamiento con estimulacién

magnética transcraneal correspondian exclusivamentea células microgliales (Figura 8 y

9). También se realiz6 un doble marcaje IBA-1¥/TMEM119 (Fig. S1) y se confirmé
mediante inmunofluorescencia la coexpresionde ambas moléculas en las células del giro
dentado.

El estrés no solo es capaz de inducir cambios en la densidad microglial, también puede
ocasionar alteraciones morfolégicas. Kreisel et al. (2014) describieron que ante el estrés
agudo (2 dias) se aumentaba el tamafio del soma microglial, mientrasque 2 y 4 dias de
exposicion a estrés impredecible disminuian tanto el tamafio del soma celular como la

longitud de los procesos de la microglia, lo cual coincide con lo observado en este estudio,

donde la exposicién a ECI indujo cambios en la morfologia de las células IBA-17, tales como
reduccion en el numero y la longitud de los procesos, y el perimetro del soma celular (Fig. 6
y 7). Es importante destacarque los efectos del estrés sobre la morfologia de la microglia,
de acuerdo con diversos estudios, no muestra un patrén claro de sus efectos, y que la
heterogeneidad de estos resultados corresponde a la heterogeneidad de los modelos de
estrés utilizados (Button et al., 2013; De Pablos et al., 2014; Wohleb etal., 2018).

Por otra parte, se observo que la estimulacion magnética transcraneal a 5 Hz revierte las
alteraciones en las células de la microglia causadas por el estrés cronico, promoviendo su
proliferacién en la capa de células granulares del giro dentado, y, este efecto se mantiene
pese a la continua exposicidon a estrés crénico(Fig. 7, 8, 9). El efecto de la EMTr en la
microglia no ha sido ampliamente explorado.Sin embargo, se ha observado que, en ratas
sanas, la aplicacion de EMTr de alta intensidad y baja frecuencia no afecta al nUmero de
microglias en la corteza motorao el hipocampo (Liebetanz et al., 2003). Por otro lado, la
aplicacion de EMTr de muybaja intensidad, pero de alta frecuencia, después de una lesién
isquémica, o posterior a la induccion de desmielinizacién, parece activar la microglia, lo que
conduce a un aumento de la expresion de Ibal (Fang et al., 2010; Raus et al., 2013).En
cambio, la EMTr de alta intensidad y frecuencia aplicada al SC lesionado, atentala activaciéon
microglial (Kim et al., 2013). Aungue aun no es posible establecer el efecto de la EMTr sobre
la microglia a partir de un nimero tan reducido de estudios,es de esperar que la EMTr afecte

al comportamiento de estas células, debido a la




comunicacioén bidireccional entre las neuronas y las células microgliales. Se conoce
que la microglia fagocita preferentemente las terminales presinapticas débiles o
terminales o inactivas, guiadas por la expresion dependiente de la actividad de
complemento (Schafer et al., 2012; Morris et al., 2013). Igualmente, secreta factores
neurotréficos como el BDNF, ademas de diversas citocinas como la interleucina 1,
gue han demostrado facilitar la LTP (Rogers et al., 2011; Ferrini y De Koninck, 2013).
Aungque aun no se conoce como la microglia influye en la actividad neuronal y
responde a las sefiales que son alteradas por efecto de la EMTr, es de reconocer

que poseen un papel importante como mediadores celulares en la respuesta a ésta.

La creciente evidencia ha demostrado que las citoquinas inflamatorias juegan un
papel importante en los procesos depresivos, ademas de estar asociadas con la
respuesta a los tratamientos (Haapakoski et al., 2015). En pacientes con trastorno
de depresion mayor se ha observado el incremento de niveles de citoquinas
proinflamatorias, principalmente el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la
interleucina 6 (IL-6) y la interleucina IL-18 en comparacién con los controles sanos.
Estos hallazgos han sido validados por metanalisis (Dowlati et al., 2010; Kdhler etal.,
2017). Los niveles de citocinas antiinflamatorias incluyendo la IL-4, la IL-10 y lalL-
13, también muestran anormalidades en estos trastornos (Pariante, 2017).

Recientemente un estudio indic6 que el tratamiento antidepresivo se asocia con una
disminucién significativa de los niveles de IL-1p3 e IL-6 (Hannestad et al., 2011).
Ademas, se ha observado que las citocinas antiinflamatorias, como la IL-10,
revierten los comportamientos tipo depresivo en un modelo murino (Mesquita et al.,
2010). Los datos observados en los ratones expuestos a estrés cronico (Fig. 10Ay
B) muestran resultados similares a los antes mencionados, un incremento en las

citocinas de tipo inflamatorias en los grupos SHAM.

Ademas, la EMTr 5 Hz indujo un aumento de citocinas antiinflamatorias (Fig. 11 Ay
B), mismo fendmeno que se ha observado en pacientes bajo tratamiento

farmacoldgico antidepresivo (Song et al., 2009), el cual se ha visto relacionado con




la mejoria de los episodios depresivos. Todos estos hallazgos sugieren que las
citocinas inflamatorias pueden ser un mediador vital en la depresion, y que un
desequilibrio entre las citocinas pro y antiinflamatorias contribuye a los sintomas
depresivos (Woelfer et al., 2019). Las hipétesis inflamatorias de la depresion han
recibido atencién en las Ultimas décadas, se han propuesto algunos mecanismos
gue podrian subyacer a la relacion entre las citocinas y la depresion. En el trastorno
depresivo mayor un aumento de las citoquinas proinflamatorias como la IL-6 y el
TNF-a, estan relacionadas con la hiperactividad del eje hipotalamo-hipdfisis-
suprarrenal, que estimula la secrecién de la hormona liberadora de corticotropina y
la hormona adrenocorticotrépica, la cual estimula secundariamente la secrecién de
glucocorticoides (Pariante y Lightman, 2008). Ademds, las citocinas estan
implicadas en la neurotransmisibn monoaminica y glutamatérgica en el sistema
nervioso central (Herbert et al., 2006).

Las citocinas proinflamatorias estan relacionadas con la alteracién del recambio de
la 5 hidroxitriptamina (5-HT) en las regiones cerebrales, lo que se traduce en una
disminucién del nivel de 5-HT en la hendidura sinaptica, que puede influir en la
neuroplasticidad y, en dltima instancia, participar en el desarrollo de la depresién
(Mattson et al., 2004; Hayley et al., 2005). Mientras tanto, la actividad de las
citocinas conduce a un aumento de la expresion de la indoleamina-2,3-dioxigenasa
(IDO), que convierte el precursor de la 5-HT, el triptéfano (TRP), en cinurenina

(KYN) y regula aiin mas la sintesis de la 5-HT (Woelfer et al., 2019).

Particularmente, en un modelo murino de estrés cronico por restriccion, se
correlacion6 el incremento de conductas tipo depresivas con la expresion de IL-1p3,
TNF-a e IL-6, y la regulacién de estas de estas citocinas proinflamatorias fue
revertida por la administraciéon de ketamina (Tan et al., 2017). Otros estudios en
animales han observado que la administracion de ketamina regula a la baja los

niveles de IL-1( e IL-6 en la corteza prefrontal y el hipocampo (Yang et al., 2013).




y disminuye los niveles de TNF-a y proteina C-reactiva en sangre periférica. Estos
efectos inmunorreguladores se observan principalmente en la microglia (Walker et
al., 2015).

De acuerdo con diversos estudios es claro que la via inflamatoria esta implicada en
los efectos antidepresivos. Sin embargo, las vias de sefalizacion que subyacen
particularmente a los efectos antidepresivos de la EMTr no han sido del todo
dilucidadas. Este proyecto vislumbra algunos cambios a nivel central y periférico
que estan relacionados con ello, y son un parteaguas para conocer las vias de
sefalizacion y fendmenos implicados en la persistencia de los efectos tipo

antidepresivo de la estimulacion magnética transcraneal.

IX. CONCLUSIONES

La Estimulacion Magnética Transcraneal a 5 Hz revierte las alteraciones en las
células IBA-1* causadas por el estrés crénico, promoviendo su proliferacion en la
capa de células granulares del giro dentado, y, este efecto se mantiene al menos 7
semanas, pese a la continua exposicion a estrés cronico. La exposicion a ECI indujo
cambios en la morfologia de las células IBA-1*, tales como reduccion en el nUmero
y la longitud de los procesos, sin embargo, el tratamiento con EMTr 5 Hz logré

revertir estos efectos, y modular su persistencia por al menos 7 semanas.

Ademas, la EMTr 5 Hz provoc6é un incremento en la secrecion de citocinas
antiiflamatorias periféricas, lo cual redujo los niveles de interleucinas
proinflamatorias de la periferia. Este fenomeno aparece desde las primeras
sesiones de estimulacion y se mantiene con o sin sesiones de mantenimiento por al

menos 7 semanas.
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X. ANEXO

IBA-1

TMEM119

Figura suplementaria S1. Persistencia de los efectos de la estimulacion magnética transcraneal a5 Hz en la
densidad de células IBA-1*/TMEM119* en la capa de células granulares del giro dentado ocasionada por la
exposicion a estrés crénico. A) Se muestran microfotografias representativas de células microgliales en el
hipocampo de ratones expuestos a estrés cronico, y estimulacion magnética transcraneal a 5 Hz con sesiones de
mantenimiento con EMTr 5 Hz (EMTr CM). Barra de escala = 100 pm.
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Figura suplementaria S2. Correlaciones entre variables de conducta y densidad microglial. A) Control, B)Sham y C) EMTr
5 Hz.
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