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Marco Teérico

Estimulacion Magnética Transcraneal.
Historia.

En la actualidad el postulado de la localizacién de las funciones mentales en areas
especificas del cerebro viene a la mente como algo comun y sin mayor debate, sin
embargo, dicho concepto ha evolucionado a lo largo de la existencia de los humanos.
Posiblemente el primer intento de situar una conducta en un area especifica cerebral
surgiéo en la antigiedad con las practicas chamanicas basadas en la trepanacion

valorando la masa encefalica.

Uno de los primeros cientificos en relacionar cuestiones mentales con afecciones en el
cerebro y su localizacion particular fue Sir Thomas Willis en el siglo XVII. A los
cientificos de la época interesados en la localizacion de las funciones se los conocia
de manera genérica como “locacionistas”. Dichos cientificos establecieron las bases
sobre las que descansan las neurociencias actuales, sin embargo, como ocurre
frecuentemente dicha relacion fue llevada al extremo surgiendo asi la frenologia,
donde se postulaba que el cerebro es el érgano de la mente y que la forma externa del
craneo se relacionaba con las capacidades del individuo. Es evidente que en el
momento cientifico actual dichos preceptos estan completamente desestimados, sin
embargo la frenologia y los “locacionistas” son considerados como una protociencia,
ya que oriento a las generaciones futuras a estudiar el cerebro como el origen de las

cuestiones mentales. (1)

El siguiente paso historico en la localizacion de la funciones lo dio Pierre-Paul Broca,
quien describiendo clinicamente a su paciente “Tan”, el cual posterior a una lesién
cerebral solo podia repetir una y otra vez la silaba tan; los estudios postmortem de
dicho paciente demostraron una lesion en el hemisferio izquierdo, naciendo asi la

anatomia topografica de Broca.

Dichos antecedentes lanzaron a muchos cientificos en el viaje por descubrir la
localizaciéon exacta de las funciones mentales, camino que aun continuamos

recorriendo hasta la actualidad.
Desarrollo de la Estimulacion Magnética Transcraneal Moderna

El principio funcional de la estimulacién magnética transcraneal (EMT) es la induccién
electromagnética, que hace referencia al proceso por el cual la energia eléctrica es

transformada en campos magnéticos y viceversa. Dicho principio fue descrito por
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primera ocasion en 1831 por Faraday. La aplicacion de dicho principio a un modelo de
EMT parecido a lo que se usa actualmente fue Darsonval en 1896, quien coloco a una
persona en una campo electromagnético potente generando en el acufenos, vértigo y

sincope.

La aplicacion de los estudios llevados a cabo por Darsonval en un paciente con
psicopatologia se dio en 1902, con un aparato patentado por Adrian Pollacsek y
Berthold Beer en Austria. Este instrumento constaba de un resorte electromagnético
colocado sobre el craneo que “pasaba las vibraciones del mismo hacia el craneo”

intentando manejar asi “la depresion y neurosis”.

Con el fin de estudiar el fendmeno generado por el electromagnetismo en los
humanos, en especial la generacion de fosfenos, surgieron diversas herramientas
hacia 1910, sin embargo los capacitores de la época no permitian el uso de

estimulacion de altas frecuencias o intensidades.

La época moderna de EMT surge en 1985 cuando A.T Baker y sus colaboradores
desarrollaron el primer sistema moderno, sin embargo aun presentaban problemas
técnicos con el modelo, como un tiempo prolongado de carga y un sobrecalentamiento

con el uso continuo (1).

Actualmente los disefios son capaces de generar un campo electromagnético en
rangos de 1 a 2 Teslas, el cual es el umbral conocido para generar despolarizacion

neuronal a través del craneo.
EMT: consideraciones fisiolégicas actuales, concepto moderno y su aplicacion.

La estimulacion magnética transcraneal es una técnica de neuroestimulacion vy
neuromodulacion, que se basa en el principio de la induccién electromagnética de un
campo eléctrico en el cerebro. Dicho campo puede ser de suficiente magnitud y
densidad para generar despolarizacion neuronal y cuando los pulsos de la EMT son
repetidos se puede modular la excitabilidad cortical, ya sea disminuyendo o

incrementando la excitabilidad.
Interaccién del tejido y el campo magnético.

En la estimulacion magnética transcraneal la energia eléctrica esta almacenada en un
capacitor que es disparada a través de una bobina de estimulacién generando un
pulso en el circuito que genera un campo magnético en la vecindad de la bobina. En
relacion a la ley de Faraday de la induccion electromagnética, este campo magnético

induce un campo eléctrico cuya magnitud es proporcional al tiempo en el que cambia
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la corriente de la bobina. El campo magnético inducido hace que los iones fluyan en el

cerebro, sin la necesidad de que el estimulo viaje a través del craneo y cerebro.

El flujo de iones que genera el campo eléctrico inducido en el cerebro altera la carga
eléctrica en ambos lados de la membrana celular, despolarizando o hiperpolarizando

las neuronas.

Los estimuladores y las bobinas que actualmente existen desarrollan
aproximadamente un campo de 1.5 — 2.0 Teslas en la cabeza de la bobina y son
capaces de inducir campos eléctricos en la corteza de hasta 150 V/m, se considera
que dependiendo de la intensidad de estimulacion seleccionada es posible activar
neuronas corticales de una profundidad de 1.5 a 3 cm por debajo de la piel cabelluda
(2,3).

La forma de la onda del estimulo y la direccién de la corriente tiene significancia en
relacion al umbral de estimulacién. De tal modo que los estimulos de duracion corta

requieren pulsos de amplitud mayor pero menor energia para lograr la estimulacion (4)

La EMT puede ser administrada con diversos patrones teniendo asi: un estimulo
simple por ocasion, llamada EMT de pulso Unico; en pares de estimulos separados por
un intervalo de tiempo conocida como EMT de pulsos pareados; o en trenes de

estimulacion llamada EMT repetitiva (EMTr).

En relacién a la aplicacion terapéutica de la EMT se utiliza de manera general la EMTTr.
Al utilizar esta modalidad se debe diferenciar entre protocolo convencional o “en
patrones”. Para los protocolos convencionales el termino actual es EMT repetitiva, y se
refiere a la aplicacion regular de un estimulo unico repetido. El término “rapido o de

alta frecuencia” se refiere a rangos de estimulo de 1 Hz o menor.

La EMT repetitiva en patrones se refiere a EMT repetitiva en “bursts” de una
frecuencia alta intercalada con pausas en las que no se da estimulacion. La mayor
evidencia de esta modalidad son los “theta burst” en los que se utilizan cortas
“explosiones” de 50 Hz en repeticiones en rango theta (5 Hz), ya sea de manera

continua o en trenes intermitentes (5, 6).

La aplicacion de dichos modelos de estimulacion ha permitido la expansién del estudio
de los mecanismos de accion de la EMT. En este sentido se han considerado diversos
mecanismos, incluyendo cambios sinapticos que asemejan de forma experimental a la

meta plasticidad, generando potenciaciones a largo plazo e inhibiciones a largo plazo



con los modelos experimentales de EMT; asi como cambios en la excitabilidad del

sistema y activacion de redes de "feedback" (7,8).
Tipos de Bobinas.

De manera general la forma de la bobina afecta la direccion y capacidad de
focalizacién del campo electromagnético formado. Asi existen bobinas circulares en
donde dependiendo del diametro es posible estimular regiones de diversa profundidad
sobre la corteza cerebral. Sin embargo la focalizacién no es tan precisa. Ademas,
existen bobinas en forma de 8 y bobinas circulares dobles, donde el campo
electromagnético generado es mucho mas preciso, pudiendo con las bobinas
circulares dobles estimular regiones corticales profundas, llegando incluso a poder
generar estimulacion cerebelosa. Una parte central a considerar en las bobinas es el
sobrecalentamiento de los materiales, siendo vital un sistema de enfriamiento

adecuado para limitar los posibles riesgos (9).
Consideraciones de seguridad.

Calentamiento: el calentamiento tisular generado sobre el cerebro después de un
pulso unico de estimulacion ha sido calculado en aproximadamente 0.1 °C (10); lo cual
parece ser aun menor en areas con perfusién baja como quistes o zonas isquémicas.
En protocolos de estimulacion profunda se ha calculado el calentamiento de las zonas
implicadas en aproximadamente 0.8 °C (11). Se considera que el calentamiento tisular

cerebral por encima de 43 °C puede resultar en dafo irreversible.

De manera general los paciente con material metalico, ya sea ferromagnético o no
colocados en craneo deben de ser evaluados cuidadosamente ya que el campo
electromagnético puede modificar el posicionamiento de estos, generar calentamiento

sobre ellos o modificar la posicion de los mismos.

Efectos adversos.

Audicion.

La deformacion rapida del nucleo de la bobina en la EMT genera un artefacto acustico
que puede llegar a exceder los 140 dB, se ha reportado que algunos usuarios posterior
a la estimulacion han reportado incremento transitorio del umbral auditivo. El Unico
caso de afeccion definitiva posterior a un proceso ocurri6 en un individuo que no
estaba utilizando protecciones auditivas y que estaba siendo estimulado con una
bobina de estimulacion profunda. En los estudios realizados con individuos con

adecuada proteccion auditiva no se generd ningun cambio reportado. (9)
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Convulsiones.

La induccién de convulsiones es el efecto secundario mas grave de la EMT. Existen
diferentes reportes de convulsiones inducidas por la EMT, la mayoria de ellos
ocurriendo a los pocos dias de iniciado el manejo. Gracias a la cantidad de estudios
existentes y a la baja presencia de convulsiones reportadas se puede concluir que el

riesgo de convulsiones es bastante bajo.

Las convulsiones pueden ser inducidas cuando se aplican pulsos a altas frecuencia
con intervalos cortos entre cada tren de estimulacion. Tedéricamente las convulsiones
se pueden inducir en dos periodos asociado con la estimulacion: el primero durante o
justo al terminar los trenes de EMTr y el segundo como resultado de los efectos

posteriores debido a la excitabilidad cortical.

Incluso existen estudios realizados a paciente epilépticos (12) en donde se tomaron
reportes de EEG y se demostraba que no existian cambios e incluso reportaron
reducciones en la frecuencia o duracion de las ondas anormales en los reportes

encefalograficos.

Sincope.

La respuesta vasodepresora es comun en reacciones de ansiedad y "disconfort"
psicosocial. Dicho efecto adverso es mucho mas frecuente que la presencia de
convulsiones asociadas a la estimulacion. La sintomatologia presente durante el
episodio puede ser muy variada estando asociada con la disminucion en la perfusion
cerebral durante el evento y pueden incluir movimientos anormales, vocalizaciones,
alucinaciones, versiones cefalicas u oculares; dichos sintomas pueden ser dificiles de
distinguir de una convulsién, siendo la pérdida de control de esfinteres y el morderse la
lengua los sintomas que suelen hacer la diferencia entre uno y otro, por supuesto, el
diagndstico diferencial preciso se da con el registro electroencefalografico en caso de

contar con el durante el episodio.

Otro dato relevante para la diferencia es la toma de prolactina en los primeros 15
minutos posteriores al evento, ya que la presencia de elevacion de esta hormona

confirma el evento convulsivo, sin embargo un registro negativo no lo descarta.



Las técnicas para el control de este evento adversos consisten en las mediciones
generales de signos vitales y apertura de la via aérea, siendo estas las medidas que

pueden evitar complicaciones asociadas al sincope como las caidas. (9)

Dolor.

Dicho sintoma es el efecto adverso mas frecuente asociado a la EMT, el "disconfort"
generado por pulsos Unicos suele ser minimo y es bastante tolerado por los pacientes.
Sin embargo al utilizar EMTr el dolor y la tolerancia al mismo suele ser algo frecuente,

aunque la vivencia asociada con esto es muy variable de persona a persona.

A pesar de la presencia recurrente de este efecto adverso la tasa de suspension de
estimulacion por dicho sintoma es muy baja en los reportes realizados, alcanzando
menos del 2% (13).

El mecanismo fisiolégico de porque Ila estimulacion genera dolor aun no esta bien
claro, se cree que se debe a estimulacién del nervio trigémino, sin embargo otros
cientificos consideran que la contraccion muscular podria ser la génesis del dolor, asi

como la postura fija del cuello durante las sesiones de estimulacion (9).

Cambios cognitivos y neuropsicolégicos.

El uso de la EMTr como una estrategia terapéutica, sobretodo en trastornos
psiquiatricos ha incrementado en los ultimos afios, lo que ha permitido la valoracion de
los efectos de la estimulacion sobre areas no motoras. En un estudio de metanalisis
en el que se consideraron 173 articulos se reportaron efectos como fatiga, problemas
para concentrarse, dificultades mnésica leves, transitorias y de una prevalencia baja
(46). Sin embargo en otro metanalisis realizado por Loo en 2008, se evaluaron las
repercusiones de la EMTr sobre las funciones cognitivas con baterias
neuropsicologicas encontrando un incremento en el desempefio de dichos
instrumentos. Este analisis sugirié que la EMTr podia favorecer a la neuroplasticidad

de acuerdo con los estudios de imagen funcional (14).

Efecto de la EMTr sobre los neurotransmisores.

Desde el ano 2000 Keck demostré alteraciones en la concentracion de
neurotransmisores asociados a la EMT, demostrando en su estudio un incremento en
la dopamina hipocampica posterior a la estimulacion del I16bulo frontal a 20 Hz. (15).

Por otro lado, la estimulacién de la corteza prefrontal dorso lateral izquierda a 20 Hz



alteré los niveles de glutamato/glutamina, no solo en la regién estimulada sino a nivel
remoto, demostrando cambios en la corteza prefrontal dorso lateral derecha y en el
giro izquierdo del cingulo (16). De tal modo que la estimulacion a 10 Hz de la corteza
prefrontal dorso lateral izquierda puede modular el metabolismo del triptéfano y
serotonina, en las areas limbicas sin inducir cambios en la conducta (9). Aunado a lo
anterior, existe informacion que la EMTr puede activar la transcripcion de c-fos en
neuronas de la capa 1 a la 4 y en la 6ta de corteza parietal y algunas neuronas del

hipocampo (17).
Trastorno limite de personalidad y EMT.

La prevalencia de dicho diagnostico a nivel mundial se ha calculado alrededor del 2%,
siendo actualmente un problema de salud publica. Dentro de la variabilidad en la
expresion sintomatoldgica uno de los que mas riesgo conlleva en los pacientes son los

comportamientos impulsivos. (68)

En el analisis de los componentes neurobiolégicos de la impulsividad se ha
demostrado un papel fundamental de la corteza prefrontal como el area de planeacién
y control de los impulsos. En este sentido existen reportes de alteraciones
morfoldgicas y funcionales en esta area particular del encéfalo (18-22). En los estudios
funcionales realizados en pacientes con trastorno limite de personalidad (TLP) se
evidencio una menor actividad en la regién del I16bulo frontal (23-25). Ademas, la alta
impulsividad en los pacientes tiene que ver con una desregulacion en la circuiteria
neuronal, con asociacion entre distintas areas cerebrales, de tal modo que se se
considera que la impulsividad se debe a una desregulacion de las areas fronto-

limbicas.

En los ultimos afos se han realizado esfuerzos sistematicos para estudiar dicha
desregulacién fronto-limbica con diversos estudios funcionales sustentando el
postulado inicial (26, 27, 28). Al analizar a las pacientes con TLP con tomografia por
emision de positrones se detectd un hipometabolismo en el area de la corteza
prefrontal (29). Ademfas, la disfuncion frontal no solamente se ha demostrado por
estudios funcionales y de neurocimagen, sino también se han encontrado alteraciones
en las funciones de dichas areas con pruebas neuropsicoldgicas (30). Al analizar éstas
disfunciones con técnicas neurofisiolégicas, se observé que la conducta impulsiva
puede ser interpretada como una disminucion en la inhibicidn o un incremento en la
excitabilidad del sistema. De tal modo que una estrategia terapéutica con atractivos

resultados para el TLP es la EMT.
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Lo anterior deriva de estudios realizados en pacientes con diagndstico de TLP en los
que se ha identificado como un posible mecanismo de la EMT a la activacion de los

receptores GABAergicos corticales (31, 32,33).

La evidencia antes descrita permitié proponer el uso de técnicas de intervencion para
la modificacién de algunas alteraciones presentes en areas fronto-limbicas, que
gracias a la proximidad de dichas areas hacia la superficie cortical, estas son

accesibles para la EMT.

Estudios realizados con estimulacion magnética y con terapia electroconvulsiva han
revelado que la estimulacion de la corteza prefrontal dorso lateral afecta el proceso de
la toma de decisiones (34). Por lo que de manera tedrica se plante6 que la EMT podria
modificar algunos procesos anormales en el TLP. En el mismo sentido se ha
propuesto que la mejoria en la sintomatologia reportada por los estudios tiene que ver
con una optimizacion en la regulacion de los sistemas “top-down” cortico subcorticales

de los pacientes, sobretodo en relacién al control de la agresividad (35).

Entre los pocos estudios que existen, el trabajo de Caihol y colaboradores se realizé
con cinco pacientes que tenian diagnostico de TLP. En ese trabajo se comparé el
efecto de EMT versus la estimulacion simulada. y se aplicaron 10 sesiones de alta
frecuencia sobre la corteza dorso lateral prefrontal. Se evaluaron diversas variables
demogréficas, asi como la severidad del trastorno aplicando la herramienta de
medicion clinica “Borderline Personality Disorder Severity (BPDSI)”. Los resultados
mostraron una mejoria en los items del BPDSI relacionados con la inestabilidad
afectiva y el enojo, asi como una mejoria clinica reportada por los pacientes (34). El
diseno aplicado en este estudio fue el primer acercamiento reportado para el uso

terapéutico de la EMT en pacientes con diagndstico de TLP (34).

Otro reporte del uso de la EMT como terapéutica en el TLP encontré una mejoria en
un paciente de 22 afios que fue valorado con instrumentos clinimétricos y de imagen
funcional. La eleccién de dicha intervencion se sustenta en hallazgos previos, en
donde resaltan la disfuncion de los diversos circuitos prefrontales (dorso lateral,
ventromedial y orbito frontal), asi como la disfuncién de la amigdala (36). El estudio
report6 un mejoramiento significativo en relacibn a los items de depresion,

impulsividad y afecto negativo de los instrumentos clinimétricos utilizados (37).

Con base en lo anterior es posible considerar a la EMT como una estrategia
terapéutica posible de neuromodulacion a través de la estimulacion no invasiva en los

pacientes con el diagnostico de TLP. Sin embargo, los efectos que dicha intervencion
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tiene a nivel molecular, expresion proteica y posibles mecanismos celulares asociados

a la mejoria no han sido abordados hasta el momento.
Neurobiologia del Trastorno Limite de Personalidad.

De manera general los estudios llevados a cabo en gemelos determinan una

concordancia del 35% en mono cigotos y 7% en di cigotos, (69)

Otro de los datos que se ha reportado sobre las caracteristicas neurobiolégicas
propias de la poblacion con TLP, es que existen alteraciones en relacion a la presencia
del alelo corto de la regién promotora del transportador de serotonina, siendo asociado
dicho isomorfismo a la presencia del rasgo de impulsividad relacionado con el TLP.
(70, 71)

La neuroplasticidad de los pacientes con TLP también presenta ciertas
particularidades. En un estudio llevado a cabo con el objetivo directo de evaluar la
expresion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés)
relaciono dicho factor con los portadores del receptor de serotonina 1B. Determinando
asi que la presencia de un haplotipo especifico del receptor (196A) resultaba protector

para la conducta agresiva e impulsiva en las pacientes con TLP (72)

Desde el modelo conceptual de Siever y David, diversos de los sintomas especificos
observado en el TLP tendrian una relacién con un sistema neurotransmisor particular,
siendo que sintomas como la desregulaciéon afectiva y la impulsividad se relacionan
con transmision colinérgica, serotoninérgica y noradrenérgica; los sintomas psicéticos

transitorios con alteraciones en el tono dopaminérgico. (73)

Otro sistema de neurotransmision que se ha hipotetizado podria dar explicacion a
diversos problemas en el cuadro psicopatologico del TLP es el sistema glutamatérgico,
a través de su receptor tipo NMDA (N-metil-D-aspartato). Influyendo en los
mecanismos de neuroplasticidad dicho receptor regula la actividad limbica de diversas
areas como hipocampo, amigdala y corteza anterior del cingulo, asi como la corteza
prefrontal. Las consecuencias clinicas de dichas estan relacionadas con el déficit en la
memoria, cognicion social, desregulacibn emocional y alteraciones psicoticas

transitorias. (74)
Neurogénesis, epitelio olfatorio y expresién proteica.

La generacién de neuronas en el cerebro es un mecanismo de neuroplasticidad que
puede ser modulado por diversas intervenciones terapéuticas. Es posible que este

proceso se encuentre afectado en algunas enfermedades neuropsiquiatritas. Estudios
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preclinicos realizados en roedores demostraron el surgimiento de nuevas neuronas en
el hipocampo cuya funcidn esta relacionada con la cogniciéon. Sin embargo, también
existen evidencias de la existencia de la neurogénesis en adultos humanos, aunque la
significancia funcional de dicho proceso en el humano no se ha determinado y se ha

sugerido un papel similar al encontrado en los estudios preclinicos (41).

A lo largo de la vida de un mamifero las nuevas neuronas se producen y se integran
tanto al area hipocampica como al bulbo olfatorio, que han demostrado ser las dos
areas con una actividad neurogénica constitutiva y se ha demostrado que dichas
neuronas “recién nacidas” han incrementado la plasticidad sinaptica del sistema por un

periodo de tiempo ilimitado posterior a su diferenciacion (42).

Otra regién en la que también se lleva a cabo el proceso neurogénico, pero externa al
sistema nervioso central, es el epitelio olfatorio que es un tejido pseudoestratificado
columnar, el cual contiene cuatro tipos celulares: los receptores ciliados de la
olfaccion, que son basicamente neuronas especializadas, celular microviliares, células
de sustancia y la capa basal celular. Todas estas células con excepcion de las basales

se encuentran hacia la superficie del tejido.

La técnica para la obtencion de tejido intacto del epitelio olfatorio en los humanos fue
disefiada en 1982 por Lovell (43).En la actualidad es viable la obtencién de tejido util
para experimentacion con un raspado nasal con un hisopo, lo cual facilita su obtencion
y generaliza su uso. Las molestias generadas por la obtencioén por raspado son dolor,
irritacion nasal y posible epistaxis, las cuales son dificultades manejadas de manera

sencilla a nivel médico y sin complicaciones graves (44).

Debido a la dificultad para el estudio de los procesos que ocurren in vivo en las
regiones hipocampicas del cerebro humano, el epitelio olfatorio se postula como una
region indirecta que al ser evaluada nos podria arrojar datos de los mecanismos
celulares y moleculares que ocurren en las alteraciones neuroplasticas con las que

cursan las enfermedades neuropsiquiatricas.

La utilizacion del analisis del epitelio olfatorio para valorar la respuesta terapéutica a
las intervenciones esta siendo utilizada cada vez de manera mas frecuente en las
neurociencias. Asi existen analisis de epitelio olfatorio con variaciones en la expresiéon
proteica por ejemplo en relacién a los astrocitos y neuronas, valorando proteinas
moduladores de la excitotoxicidad como la EAAT2/GLT-1 que es un canal de
aminoacidos excitatorios, en la cual un incremento en su expresiéon se asociado a una

disminucion en la excitotoxicidad. Ademas, se reportd la expresion de marcadores
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neuronales como subtipos de receptores glutamatergicos, factores de crecimiento
neural y neurotransmisores como el glutamato y el GABA. (45). Aunado a lo anterior,
el estudio de los factores secretados por las células troncales del epitelio olfatorio
pueden ser una estrategia de analisis para la valoracion de las modificaciones a nivel
molecular y celular con la intencidon de la busqueda de marcadores que indiquen la

progresion o el efecto de las intervenciones terapéuticas.
Microarreglos de anticuerpos.

El estudio de los cambios en la expresion de proteinas ha sido importante para la
busqueda de biomarcadores de algunas enfermedades (38). Lo anterior se debe a que
las células del organismo tienen la capacidad de secretar diversas proteinas entre las
que se encuentran factores tréficos, los cuales pueden cambiar dependiendo de la

condicion del individuo a partir del cual derivan esas células.

Una de las estrategias que tienen gran aplicacion es la utilizacion de microarreglos de
anticuerpos. El origen del disefio de esta técnica surgié a finales de los anos 80,
cuando los cientificos Stephen Fodor, Michael Pirrung, Leighton Read y Luber Stryer
desarrollaron una técnica para la determinacion y cuantificacion de ADN en una

muestra. (38)

La ventaja de dicha técnica sobre las existentes es la alta densidad de integracion del
material biolégico que se puede inmovilizar, es decir, la posibilidad del analisis
simultaneo de miles de genes. En la actualidad la técnica de microarreglos se utiliza
para la expresion génica, deteccion de mutaciones o polimorfismos, secuenciacion
genética, seguimiento terapéutico, medicina preventiva, tamizajes y toxicologia de
medicamentos; las aplicaciones de la técnica cada vez son mayores, pudiendo

aplicarse en diversos protocolos dependiendo del objetivo a analizar (38).

A la fecha también existen diversos microarreglos con anticuerpos especificos que
permiten monitorear la presencia y la cuantificacion de diversas moléculas de
secrecion. Uno de estos microarreglos utiliza como base membranas de plastico que
contienen los anticuerpos y un sistema para el marcado de las proteinas con biotina,
seguido de la reacciéon de quimioluminiscencia y la captura de la sefal con un
fotodocumentador para su posterior analisis semicuantitativo. Con este tipo de
microarreglos es posible la tipificacion de la expresién de mas de 525 proteinas (40)
en muestras de controles o pacientes con diagndstico de trastorno limite de la

personalidad.
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Utilizacién del epitelio olfatorio para la evaluaciéon de la Neurogénesis.
La generacién de informacién concerniente al marco biolégico especifico de la
expresividad de las células del epitelio olfatorio es vital para su utilizacion como un

recurso viable en el disefio de las investigaciones.

¢ Por qué elegir este epitelio? Bien, pues la posibilidad de estudio, en relacion a la
accesibilidad del tejido neural, en especifico, las células troncales del SNC, lo pone
como un eje central, con una posibilidad de desarrollo real; tan es asi, que se han
estudiado como posibles marcadores bioldgicos proteinas relacionadas con los
astrocitos, como GFAP, marcadores de crecimiento neural, polimorfismos del receptor
de glutamato, asi como neurotransmisores como el glutamato y GABA (74). El epitelio
olfatorio tiene una actividad neurogénica clara, siendo la segunda zona del cerebro,
después del hipocampo, en donde se generan nuevas neuronas de forma recurrente
en el cerebro adulto, siendo incluso el decremento en este fendmeno asociado a

procesos de envejecimiento (75).

Un ejemplo del uso del epitelio olfatorio como un tejido viable para el estudio de la
neurogeénesis lo tenemos en lo realizado por Satter et al (76), en donde evaluaron la
expresiéon de un transportador de glutamato conocido como EAAT2, influido por el
tianfenicol, comparando las células de biopsias de tejido en ratones y humanos,

encontrando un incremento en la expresién en ambas especies.

Por lo anterior el epitelio olfatorio resulta un candidato ideal para analisis y
caracterizaciones de los cambios en la expresién de las células troncales inducidos

por alguna intervencion.

Planteamiento del problema.

En diversos estudios se ha demostrado la utilidad de la EMTr para inducir
modificaciones conductuales asociadas a disfunciones de la corteza prefrontal de
pacientes con diagnostico de TLP. Debido a que esta regién es susceptible a
modificaciones causadas por la EMT se ha propuesto que ésta ultima puede ser una
opcidn terapéutica para las pacientes que presentan este trastorno. Sin embargo, el
mecanismo de accion a través del cual la estimulacion magnética transcraneal ejerce
sus efectos no se conoce. En ese sentido, se ha propuesto que puede actuar a nivel
de la regulacién genética, molecular, proteica, asi como a través de la induccion de la

plasticidad y metaplasticidad, sin conocerse de manera especifica el entorno bioldgico
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que rodea a la patologia y los posibles cambios a nivel celular inducidos por las

distintas intervenciones terapéuticas.
Justificacion.

El estudio de los posibles efectos biolégicos que pueda tener la EMTr es relevante ya
que puede servir de base para el desarrollo de protocolos orientados a dilucidar las
condiciones moleculares de respuesta a intervenciones minimamente invasivas y con

un potencial de mejoria.

De igual forma la definicibn de los cambios en un sentido especifico de
reestructuracion celular que son influenciados por las proteinas de secrecidn
evaluadas con microarreglos de anticuerpos, podria generar conocimiento acerca de
los cambios en las proteinas de secrecion en pacientes con diagndstico de TLP, y
como estos perfiles proteicos podrian tener una aplicacion futura como biomarcadores

y ser modificados por las diferentes opciones terapéuticas.

Si bien es cierto que células derivadas de diferentes fuentes han sido utilizadas para
monitorear los cambios inducidos por diversas intervenciones farmacoldgicas algunas
de ellas no muestran cambios relacionados con las alteraciones a nivel central. En ese
sentido una de las fuentes de material biolégico que ha ganado relevancia es el
epitelio olfatorio, ya que en él existe regeneracién neuronal a partir de células
troncales que son importante para la formacidon de neuronas olfativas, pero también

para inducir regeneracidon neuronal en otras regiones del cerebro.

Con base en lo anterior, el uso de las células troncales del epitelio olfatorio de
pacientes con diagnéstico de TLP para evaluar los cambios en sus proteinas de
secrecion y para conocer si estos perfiles proteicos son modificados por la EMTr
podria permitir establecer una relacion de los beneficios de ésta intervencidon para

inducir cambios a nivel plastico, proteico y mejoras clinicas del paciente.
Hipotesis.
Hipoétesis nula
No existe un patrén de expresion modificado por las intervenciones.
Hipétesis alterna
Existen diferencias en la expresion proteica en las células troncales del epitelio

olfatorio de pacientes con diagnédstico de TLP inducidas por la EMTR.
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Materiales y métodos.
Disefo del estudio

La presente investigacién es un ensayo clinico abierto, naturalistico ya que el control
de los farmacos quedo a cargo del médico tratante de cada paciente, siendo
mantenidas las dosis de los psicofarmacos durante las tres semanas correspondientes
al tiempo considerado en la intervencién., es prospectivo, longitudinal, comparativo y

analitico.
Poblacion y muestra

La poblacién de estudio fueron pacientes con diagnoéstico de TLP atendidos en el
Instituto Nacional de Psiquiatria que aceptaron y firmaron el consentimiento informado.
Se contdé con dos grupos, el primero de ellos con pacientes que cumplieron los
criterios de inclusion y que recibieron EMTr en el area de la corteza prefrontal dorso
lateral izquierda por un total de 15 sesiones a una frecuencia de 5Hz. El segundo
grupo fueron de pacientes con los mismos criterios de inclusion en donde se mantuvo
unicamente el manejo del psicofarmacoldgico elegido por su médico tratante en la
consulta externa, sin modificar las dosis del mismo o agregar manejos durante las 3
semanas, correspondientes al tiempo que se tomo en dar las 15 sesiones del primer
grupo. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del
INPRFM (Ref: CEI/C/012/2016, # folio 00818)

Criterios de seleccion.

Criterios de inclusién.
Pacientes de género masculino o femenino.
Pacientes con edad entre 18 y 60 afios.

Pacientes con diagnodstico de Trastorno Limite de Personalidad con base en los

criterios categéricos del DSM-V.

Pacientes sin otras comorbilidades médicas.

Pacientes que acepten participar en el estudio y firmar el consentimiento informado.
Criterios de exclusion

Pacientes fuera del rango de edad.

Pacientes en los que se diagnostique otra condicion médica.
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Pacientes con contraindicaciones para recibir estimulacién magnética transcraneal.
Pacientes con diagndstico clinico de discapacidad intelectual.

Pacientes o familiares que rechacen colaborar en el estudio, de acuerdo a lo expuesto

en el consentimiento informado.
Criterios de eliminacion

Pacientes en los que la toma de muestra de células de mucosa olfatoria no sea

satisfactoria para los analisis moleculares definidos.

Pacientes a los que durante el ciclo de sesiones de estimulacién magnética
transcraneal presenten efectos adversos suficientes para suspender dicha

intervencion.

Pacientes que decidan suspender su participacion en el estudio en cualquier momento

del mismo.
Procedimientos

Los pacientes y los controles fueron seleccionados de los servicio de Preconsulta,
consulta externa y clinica de TLP con base en los criterios de inclusion ya descritos.
Posterior a la identificacion de un posible participante se le explicd la naturaleza del
protocolo, exponiendo los beneficios y riesgos asociados a los distintos procedimientos
del mismo, proporcionando el consentimiento informado para su lectura, revision y

posterior firma.

En caso de la aceptacion a participar en el protocolo se procedié a la realizacién de un
electroencefalograma en el departamento de neurofisiologia del Instituto Nacional de
Psiquiatria a cargo del Dr Jorge Julio Gonzalez Olvera, quien confirmaba la ausencia

de algun dato sugerente de anormalidad en el mismo.

Posterior a esto se realiz6 la toma de la muestra de células de la mucosa olfatoria por
raspado con un hisopo, dicho procedimiento se llevd a cabo en el laboratorio de
Neurogénesis de la Subdireccion de Investigaciones Clinicas, a cargo del doctor
Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez, dichas células se procesaron, mantuvieron y
congelaron de acuerdo a lo reportado recientemente (Franco et al. 2017; Ortiz-Lépez L
et al 2017). Los factores solubles liberados por las células troncales del epitelio

olfatorio de los participantes se procesaron siguiendo las especificaciones y
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recomendaciones del fabricante del microarreglo seleccionado para la presente

investigacion L-series Human Antibody Array 507 (L-507)

El arreglo L-507 permite detectar de manera simultdnea hasta 507 proteinas de
diversas familias entre las que se encuentran citocinas, quimiocinas, factores de
crecimiento, factores angiogenicos, factores neurotréficos, proteasas, receptores
solubles y proteinas solubles para la adhesion celular. El procedimiento consiste en
primer lugar con la preparacion de la muestra para fijar los grupos amino de las

proteinas seguido de un paso de biotinilacién.

Posteriormente, las proteinas biotiniladas se adicionaron a los microarreglos y las
membranas se incubaron con un conjugado de estreptavidina. Finalmente, se adiciond
un sustrato para generar una sefal quimio luminiscente que fué detectada en un foto
documentador. Las imagenes se transfirieron a un analizador de imagenes (ImageJ)
originando datos numeéricos en relacién a la densidad oOptica del pozo analizado

correspondiente a cada una de las protéinas.

@ 1. Preparation of sample

ﬁ 2. Dialysis of sample

3. Determination of protein
concentration

4. Biotinylation of sample

5. Removal of biotin
by spin filter
4
6. proceed to microarray
analysis
(. J
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Figura 1. Representacion grafica de la metodologia seguida en el procesamiento de los factores
solubles obtenidos de las células troncales del epitelio olfatorio.. Imagen obtenida del manual de

procedimiento del L-series Human Antibody Array 507 de RayBiotech Incorporation.

Finalmente, los resultados fueron analizados, procesando la informacion visual
obtenida por el ImageJ de manera individual, realizando los calculos numéricos de las
densidades 6pticas obtenidas de igual forma por el programa de procesamiento que se
utilizé (40).

El procedimiento para la obtencién de las células de los pacientes con diagndstico de
TLP se realizé tomando una primera muestra de células troncales neurales del epitelio
olfatorio. Una vez que se logré obtener la muestra bioldégica entonces se procedié a
iniciar las sesiones de EMTr a 5 Hz con un total de 15 sesiones por paciente. La EMTr
se inicio después de haber determinado el umbral motor. Para el grupo dos (control)
también se realiz6 una primer toma de células troncales, una vez que confirmamos
que la obtencion de la muestra biolégica fue exitosa, entonces se comenzd a contar el
tiempo transcurrido con psicofarmacos unicamente, considerando las tres semanas

que tardaria el grupo 1 en completar las 15 sesiones de EMTr.

La aplicacion de las sesiones de EMTr propuesta se llevdé a cabo en el area de
estimulacion magnética transcraneal a cargo del doctor Jorge Julio Gonzalez Olvera,
bajo la supervision de personal asignado a dicha area. Una vez terminadas las
sesiones de estimulacién (grupo 1) o después de que transcurrieron tres semanas con

farmacoterapia (grupo 2), se tomé la segunda muestra del epitelio olfatorio realizando
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nuevamente el procedimiento necesario para la preparacion de las células en el

laboratorio de Neurogénesis a cargo del doctor Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez.

Proceso de obtencidon y procesamiento de la muestra de mucosa olfatoria.

Inicialmente al participante se la realizara un lavado nasal con solucién isoténica,
procediendo a la limpieza personal de las fosas nasales con papel desechable.
Posteriormente, con el objetivo de la obtencion de las células, se realizara un cepillado

del area turbinada nasal.

Las células obtenidas en el cepillo se colocaran en una solucién amortiguadora de
fosfatos. La preparacion se centrifugara a baja velocidad (3000xg) por 5 minutos. Las
células obtenidas seran suspendidas en un medio suplementado con: 2% de
suplemento B27, antibidticos, factores de crecimiento (EGF y FGF, 20 ng/ml) siendo

cultivadas en cajas de plastico.

Al alcanzar una confluencia del 75%, lo que toma un estimado de 2 semanas, las
células seran desprendidas del medio con tripsina 0.025% y EDTA, tranfiriendose en

una botella de cultivo.

Una vez culminado dicho proceso las células seran colocadas en cajas de plastico y
48 hrs después se colectara el medio de cultivo, con los factores solubles para su

analisis con el chip de microarreglo (L-507)

A todos los participantes antes y después de las intervenciones, segun estuvieran
distribuidos en los grupos, se les aplicaron las escalas Hamilton depresion, Hamilton
de ansiedad, “Borderline Evaluation of Severity over Time” (BEST) y la escala de
Impresion Clinica Global para TLP (ICG-TLP), con el objetivo secundario de analizar

clinicamente la respuesta a ambas opciones terapéuticas.
Escalas Clinimétricas.

Escala Hamilton de Depresién.

La escala de Hamilton para depresion (HAM-D por sus siglas en inglés) es un
instrumento clinimétrico ampliamente utilizado, estandarizado de aplicaciéon por el
clinico, el cual tiene el objetivo de evaluar la gravedad de la depresion en pacientes
que presentan dicho diagnéstico. Fue escrito hacia finales de 1950 por Max Hamilton,

en la Universidad de Leeds.
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Cuenta de un total de 21 items, de los cuales los primeros 17 son cuantificados para el
puntaje total. Con una puntuacién que va de 0 a 4 por item. Los puntos de corte son:
0-7 normal, 8-16 sugerente de depresion leve, 17-23 moderado y 24 en adelante como

grave.

En los estudios realizados dicho instrumento ha demostrado una buena consistencia

interna y confiabilidad inter evaluador (77)

Escala de Hamilton para Ansiedad (HAM-A)

Esta escala se desarrollé en 1959, siendo una de las primeras existentes para la
evaluacién de sintomas de ansiedad y su gravedad. Dicha escala se continua
utilizando hasta la fecha actual, siendo en muchos de los casos el Gold standard con

la que se comparan las escalas desarrolladas recientemente.

Es una escala basada en un cuestionario realizado por el clinico. Se compone de 15
elementos sintomatoldgicamente basados, tanto desde el punto de vista psicologico
como somatico, comprendiendo: humor ansioso, tension (con incremento en respuesta
de sobresalto, fatigabilidad) miedos (incluidos a la oscuridad, extrafos, etc.) insomnio,
alteraciones cognitivas (problemas de memoria o concentracién), animo depresivo,
sintomas somaticos (dolor, rigidez, bruxismo), datos sensoperceptuales (tinnitus,
vision borrosa), sintomas cardiovasculares (taquicardia, palpitaciones), sintomas
respiratorios (opresidon toracica o disnea), sintomas gastrointestinales (sindrome de
colon irritable), sintomas genitourinarios (tenesmo, pujo, disminucién en la libido),
sintomas autondmicos (boca seca, cefaleas) y por ultimo la conducta observada por el

clinico en la entrevista (inquietud, perseverancia, etc.)

Cada uno de los items antes comentados se califica de 0 (ausente) a 4 (intenso). Una
calificacion de >17 se considera como ansiedad leve, 25-30 se considera de moderada

a grave. (78)

Maier et al, evaluaron la validez y confiabilidad de la escala demostrando que tanto la
escala global como su subescalas tiene suficiente validez y confiabilidad, ademas de

una razonable confiabilidad intervealuador y confiabilidad temporal (79).

Borderline Evaluation of Severity over Time (BEST).

Esta escala fue desarrollo como uno de los objetivos del System Training ofr Emotional
Predictability and Problem Solving (STEPPS), el cual es un programa que surgié a
mediados de la década de los 90°s, como unas estrategias para el manejo ambulatorio
de los pacientes con TLP. La escala se compone de 15 items, organizados en tres

subescalas. Todos los items estan distribuidos en una escala de tipo Likert. Los

22



primeros 8 items corresponden a la primer subescala (A) correspondiente a
pensamientos y sentimientos; dentro de esta subescala se evalua la reactividad
emocional, alteraciones en la identidad, relaciones inestables, paranoia, sensacion de
vacio y pensamientos suicidas. Los siguientes 4 items comprenden la subescala B,
sobre comportamientos negativos, como por ejemplo las autolesiones; los items en
esta escala son calificados de 1 (nada/muy poco) a 5 (extremo). Los ultimos 3 items
corresponden a la subescala C, sobre conductas positivas, estos son calificados de 5
(casi siempre) a 1 (casi nunca). Las subescalas A y B fueron tomadas de los criterios
diagnéstico del DSM-IV (80).

Para obtener la calificacion total se suman los valores independientes de las
subescalas A y B, sustrayendo el puntaje de la subescala C. Se agrega un factor de

correccion de 15 al puntaje final que va desde 12 (mejor) hasta 72 (peor).

Los estudios han probado que dicha escala tiene una buena consistencia temporal,
excelente consistencia interna, excelente validez de discriminacion. Ademas de que
las calificaciones obtenidas por el BEST fueron los indicadores mas robustos de la
gravedad del TLP. (78)

Escala de Impresién Clinica Global para TLP (ICG-TLP)

Este instrumento es una adaptacion de la Escala de impresion Clinica Global, la cual
esta disefiada para evaluar la severidad, sobre todo después de una intervencion en
diferentes padecimientos, la cual ha sido adecuada para los pacientes con TLP.
Cuanta con 10 items en los que se consideran 9 dominios psicopatologicos del TLP

ademas de un puntaje global.

En la escala se consideran dos formatos, el primero para evaluar la severidad y el

segundo para evaluar la mejoria posterior a la intervencién.

En los estudios dicha escala demostré una adecuada validez y confiabilidad con una
alpha de Cronbach de 0.85 y 0.89 respectivamente, ademas de una sensibilidad al

cambio; logrando explicar hasta el 67% de la varianza del fenébmeno clinico (81)
Analisis estadistico.

Se llevé a cabo un andlisis estadistico por estadistica descriptiva y aplicando un
ANOVA de medidas repetidas utilizando el programa SPSS. Ademas se realizaron
pruebas de ANOVA con la formula de Greenhouse-Geisser para poder determinar la
magnitud del efecto de la variable analizada reportada como Eta al cuadrado parcial

(n’p). También, se realizé un analisis comparativo de la expresién proteica reportada
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en los microarreglos por cada paciente previo a la intervencion y posterior a esta. La

significancia estadistica se considerd con un valor de p<0.05.
Aspectos éticos, financieros y de bioseguridad.

Todos los participantes incluidos en este estudio firmaron una carta de consentimiento,
en la que se les explicaron los posibles riesgos asociados a la intervenciones, los
beneficios y objetivos de la investigacion (documentos presentes en el apartado de

anexos).

La toma de la muestra, el manejo, resguardo y procesamiento de las células se llevé a
cabo en el laboratorio de Neurogénesis, que cuenta con el equipo necesario y
personal capacitado. Este laboratorio cuenta con el apoyo institucional para la
adquisicion de los insumos requeridos para el desarrollo del proyecto. Los insumos
utilizados para el analisis por microarreglos se adquirieron a través del financiamiento
otorgado (262307) al doctor Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez por el fondo
sectorial de Investigacion en salud y seguridad social (FONSEC SALUD) del Consejo
Nacional de Ciencias y Tecnologia (CONACYT).

Resultados.

Los resultados del presente trabajo derivan de 13 participantes del grupo | a los que se
les aplico la EMTr en la corteza prefrontal dorsolateral izquierda a 5 Hz. Este primer
grupo se comparo con la muestra de cinco participantes control, quienes sdlo fueron
manejados con psicofarmacos. Del total de pacientes se contdé con unicamente un

participante varon, siendo el resto de la poblacion de estudio femenina.

Efecto del tratamiento e intervencion reflejado en las escalas clinimétricas.

Los pacientes del grupo I, fueron manejados con medicamentos psicofarmacoldgicos
(Tabla 1) mas la aplicacién de la EMTr en la corteza prefrontal dorsolateral izquierda a
5 Hz, con un total de 15 sesiones repartidas a lo largo de 3 semanas (5 sesiones por
semana), mientras que los pacientes controles (grupo 2) solo fueron manejados con

psicofarmacos. (tabla 1)
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Grupo Paciente Tratamiento farmacolagico
1 1 Fluoxetina 40 mg/dia, Metfarmina 1700 mg/dia
1 2 Fluoxetina 60 mg/dia
1 3 Escitalopram 20 mg/dia
1 4 Citalopram 30 mg/dia, Topiramato 100 mg/dia, Mirtazapina 7.5 mg/di
1 5 Escitalopram 10 mg/dia, Pregabalina 150 mg/dia
1 6 Citalopram 30 mg/dia
1 7 Fluoxetina 60 mg/dia
1 8 Fluoxetina 50 mg/dia
1 9 Sertralina 50 mg/dia, Topiramato 12.5 mg/dia
1 10 Citalopram 30 mg/dia, Quetiapina 50 mg/dia, Melatonina 3 mg/dia
1 11 Citalopram 30 mg/dia, Topiramato 50 mg/dia, Quetiapina 12.5 mg/did
1 12 Fluoxetina 20 mg/dia
1 13 Fluoxetina 20 mg/dia
2 1 Sertralina 100 mg/dia
2 2 Fluoxetina 50 mg/dia, Hidroxicina 10 mg/dia
2 3 Citalopram 30 mg/dia, Pregabalina 150 mg/dia
2 4 Fluoxetina 30 mg/dia
2 5 Fluoxetina 40 mg/dia, quetiapina 25 mg/dia

Tabla 1. Manejo farmacolégico de los participantes.

Borderline Evaluation of Severity over Time (BEST).

Se realizd el andlisis para cada uno de las areas de la escala BEST total,
pensamientos y sentimientos, conductas negativas y conductas positivas. De igual
forma realizando las comparaciones tomando en cuenta como variables la diferencia

entre las mediciones en el tiempo y el grupo (con o sin la EMTr).

Para el anadlisis de la puntuacién total del BEST, el resultado del grupo | previo a la
intervencion fue de 48.8 puntos. Este puntaje disminuyé a 25.92 posterior a la EMTr lo
que indica que la EMTr disminuyd en un 33.88% el puntaje total del BEST. En cambio,
el grupo 2 tuvo un valor inicial de 39.20 y un valor final de 30.4, lo que indica que la
intervencion farmacologica logra una disminucién del 22.44% en el puntaje total del
BEST. El valor correspondiente a la significancia calculada para la diferencia entre
grupos mostro diferencias estadisticamente significativas (p=0.009), mientras que la

n’p para dicha area, considerando la interaccién entre los grupos fue de 0.356.
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Figura 2. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del puntaje total del BEST.

En relacion a los pensamientos y sentimientos evaluados en el BEST el grupo |,
previo a la intervencion, tuvo un valor de 30.38. Sin embargo, después de la EMTr
dicho puntaje disminuy6é a 17.38, lo que indica una disminucion del 42.79% en el
puntaje para pensamientos y sentimientos en el BEST. En cambio, el grupo 2 presento
un puntaje inicial de 25.60, mientras que la intervencién farmacolégica logré disminuir
de manera discreta el puntaje inicial alcanzando un valor de 20.60, que indica una
disminucion del 19.53%. El valor correspondiente a la significancia calculada para la
diferencia entre grupos fue estadisticamente significativa (p=0.020) y la n’p para dicha

area, considerando la interaccion entre los grupos fue de 0.293
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Figura 3. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: Pensamientos y

sentimientos de la escala BEST.

Para las conductas negativas los resultados mostraron que en el grupo | el valor
previo a la intervencién fue de 12.69, valor que disminuy6 a 6.46 después de la EMTr
en un 49.09%. Mientras que el grupo control presenté un valor de 9.40 previo al
tratamiento farmacoldgico y un valor posterior de 7.40, lo que indica que la
intervencion farmacoldgica disminuye en un 21.27%. Sin embargo, el andlisis de la
significancia solo mostré una tendencia, sin resultar significancia estadistica al realizar
la comparacion entre los grupos (p=0.073). La n’p, considerando la interaccién entre

los grupos fue de 0.187
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Figura 4. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: Conductas negativas de la
escala BEST.

Para las conductas positivas los resultados fueron:

En el grupo | el valor previo a la intervencion fue de 9.23, siendo el valor en la
evaluacién posterior de 12.15. El grupo control presento un valor previo de 10.8 y un
valor posterior de 12. En el analisis de la significancia no se encontré diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p=0.208). La n°p,, en la interaccién

entre los grupos fue de 0.097
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Figura 5. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: Conductas positivas de la
escala BEST.

Impresién Clinica Global (ICG).
Se llevd a cabo el analisis de cada uno de los items considerados en dicha clinimetria,

comparando los valores entre ambos grupos.

En relacién al item de abandono: El grupo | tuvo un resultado previo de 4.92, con un
valor posterior de 1.92. El grupo control tuvo un resultado previo de 4.60, con un valor
posterior de 3.20. ElI analisis de la significancia si encontré diferencias
estadisticamente significativas asociadas a la EMTr (p = 0.023). La n?pl fue de 0.285,

para la interaccion entre grupos.
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Figura 6. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: Conductas negativas de la
escala BEST.

En relacion al item de impulsividad, el grupo | tuvo un resultado previo de 5.3, con un
valor posterior de 1.0. El grupo control tuvo un resultado previo de 5.2, con un valor
posterior de 3.2. El analisis de la significancia si encontré diferencias estadisticamente
significativas asociadas a la EMTr (p = 0.000). La n’p para dicha area, considerando la
interaccion entre los grupos fue de 0.641, siendo el valor mas alto entre los items, en

dicha cuestion.
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Figura 7. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: impulsividad de la escala de

Impresion Clinica Global (ICG).

En relacion al item de relaciones inestables, el grupo | tuvo un resultado previo de 4.7,
con un valor posterior de 1.9. El grupo control tuvo un resultado previo de 4.6, con un
valor posterior de 2.8. El anadlisis de la significancia no revelé diferencias

estadisticamente significativas entre grupos (p = .191). La n°p fue de 0.104.

ICG Relaciones inestables
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Figura 8. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: Relaciones inestables de la

escala de Impresion Clinica Global (ICG).

En relacién al item de identidad el grupo | tuvo un resultado previo de 4.7, con un valor
posterior de 2.0. El grupo control tuvo un resultado previo de 4.6, con un valor
posterior de 3.4. El analisis de la significancia encontré Unicamente una tendencia

asociada a la EMTr (p = .053). La n°p para la interaccion entre los grupos fue de 0.214.

ICG Identidad

TLP con EMT o ~
TLP sin EMT
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Figura 9. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: identidad de la escala de

Impresion Clinica Global (ICG).

En relacion al item de suicidio, el grupo | tuvo un resultado previo de 3.2, con un valor
posterior de 1.4. El grupo control tuvo un resultado previo de 2.6, con un valor

posterior de 2.2. El analisis de la significancia no reveld diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p = .109). La n’p fue de 0.153.
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Figura 10. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: suicidio de la escala de

Impresion Clinica Global (ICG).

En relacion al item de inestabilidad afectiva, el grupo | tuvo un resultado previo de 5.0,
con un valor posterior de 1.3. El grupo control tuvo un resultado previo de 4.6, con un
valor posterior de 3.0. El analisis de la significancia si encontré diferencias
estadisticamente significativas asociadas a la EMTr (p=0.001). La n’p para dicha area,

fue de 0.497 al comparar los grupos, la segunda en orden descendente para la

magnitud del efecto.

33



ICG Inestabilidad Afectiva
5.0

4.6

TLP con EMT

TLP sin EMT

o Inicial 4 Final

Figura 11. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: inestabilidad afectiva de la

escala de Impresién Clinica Global (ICG).

En relacion al item de sensacion de vacio, el grupo | tuvo un resultado previo de 4.8,
con un valor posterior de 2.0. El grupo 2 tuvo un resultado previo de 4.4, con un valor
posterior de 3.2. El analisis de la significancia si encontré diferencias estadisticamente

significativas asociadas a la EMTr (p = .030). La n’p fue de 0.262
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Figura 12. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: sensacién de vacio de la

escala de Impresion Clinica Global (ICG).

En relacidon al item de ira, el grupo | tuvo un resultado previo de 5.0, con un valor
posterior de 1.23. El grupo control tuvo un resultado previo de 4.60, con un valor
posterior de 3.0. El analisis de la significancia si encontré diferencias estadisticamente
significativas asociadas a la EMTr (p=0.008). La n°p para dicha area, considerando la
interaccion entre los grupos fue de 0.365, la tercera en importancia de los valores de la

magnitud.
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Figura 13. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: ira de la escala de

Impresion Clinica Global (ICG).

En relacién al item de ideacidn paranoide, el grupo | tuvo un resultado previo de 4.5,
con un valor posterior de 2.0. El grupo control tuvo un resultado previo de 4.0, con un
valor posterior de 3.4. El analisis de la significancia si encontré diferencias

estadisticamente significativas asociadas a la EMTr (p=0.011). La n°p fue de 0.339.
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Figura 14. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: ideacién paranoide de la

escala de Impresién Clinica Global (ICG).

En relacion a la valoracion general del trastorno limite de personalidad, el grupo | tuvo
un resultado previo de 4.8, con un valor posterior de 1.8. El grupo 2 tuvo un resultado
previo de 4.6, con un valor posterior de 3.0. El analisis de la significancia si encontré
diferencias estadisticamente significativas asociadas a la EMTr (p=0.017). La n’p fue
de 0.309.
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Figura 15. Grafica con resultados de las diferencias por grupo del item: TLP general de la escala de

Impresion Clinica Global (ICG).
Hamilton de depresion

El grupo | tuvo un resultado previo de 11.8, con un valor posterior de 2.6. El grupo
control tuvo un resultado previo de 9.2, con un valor posterior de 6.4. El analisis de la
significancia resulto con una tendencia, pero sin demostrar diferencia estadisticamente

significativa entre grupos (p=0.65). La n°p fue de 0.197 en la interaccién entre los

grupos.
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Figura 16. Grafica con resultados de las diferencias por grupo de la escala Hamilton de depresion.
Hamilton de Ansiedad

El grupo | tuvo un resultado previo de 10.6, con un valor posterior de 2.0. El grupo
control tuvo un resultado previo de 8.4, con un valor posterior de 4.2. El analisis de la
significancia resulto con una tendencia, pero sin demostrar diferencia estadisticamente
significativa entre grupos (p=0.54). La n°p, considerando la interaccién entre los

grupos, fue de 0.213.
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Figura 17. Grafica con resultados de las diferencias por grupo de la escala Hamilton de ansiedad.

Microarreglos y procesamiento de las proteinas de secrecion de las células del
epitelio olfatorio: Abordaje cualitativo.

Para el analisis de las proteinas secretadas por las células troncales del epitelio
olfatorio de los participantes antes y después de la intervencion farmacolégica sola o
mas la EMTr, primero que se realizd una separacion de las proteinas por
electroforesis con la intencién de verificar la presencia de las proteinas en cada una
de las muestras obtenidas. La separacion electroforética de las proteinas reveld la
presencia de proteinas de secrecion de diversos tamafos moleculares en todos los

Casos.
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Figura 18. Separacion de las proteinas secretadas por las células troncales del epitelio olfatorio de
participantes con diagnostico de Trastorno Limite de la Personalidad (TLP). De izquierda a derecha
aparecen las muestras por duplicado de tres participantes del grupo | (TLP2, 8 y 9), seguido de las
muestras de tres participantes del grupo 2 (TLP12, 13 y 21) antes y después de la intervenciéon. Ademas,
en la parte media del gel se incluyé una muestra del medio de cultivo utilizado para mantener a las células

troncales del epitelio olfatorio.

Posteriormente, se realizé la hibridacion de las proteinas secretadas por las células
troncales del epitelio olfatorio en las membranas de plastico de los microarreglos de
anticuerpos. Con la intencion de descartar falsos positivos causados por el medio de
crecimiento usado por las células, se decidid hibridar muestras del medio de
crecimiento celular pero sin haber estado expuesto a las células troncales con un
microarreglo de anticuerpos (Figura 19). Ademas, se realizaron las hibridaciones de
los medios de crecimiento con los que se cultivaron las células troncales aisladas del
epitelio olfatorio de los participantes con diagndstico de TLP antes y después de la
intervencion (Figura 20). La comparacién de las imagenes de ambos microarreglos
muestran una mayor cantidad de proteinas de secrecion en los medios que estuvieron
en contacto con las células del epitelio olfatorio. Un comportamiento similar se puede

observar en las reconstrucciones tridimensionales que muestran la altura de los picos
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de cada uno de los pozos del microarreglo. Las densidades 6pticas de cada una de

éstas proteinas se muestran en el anexo numero XX.

Figura 19. Microarreglo hibridado con el medio de crecimiento usado para las células troncales del

epitelio olfatorio.
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Figura 20. Microarreglo hibridado con el medio de crecimiento usado para las células troncales del

epitelio olfatorio del participante TLP-2..

CTL 2SFB crop
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Figura 21. Representacion tridimensional de los micrarreglos presentados en las figuras 19 y 20.
En el panel superior se muestra el microarreglo hibridado con el medio de crecimiento que no estuvo en
contacto con las células troncales del epitelio olfatorio. ElI panel inferior muestra la representacion

tridimensional del microarreglo del participante TLP-2..

Ademas, las imagenes se procesaron para obtener mapas de calor con base en la
expresion de las proteinas para poder realizar el analisis e interpretacién adecuada.

Las imagenes representativas se muestran en la figura XX.
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Figura 22. Mapas de calor. Proteinas contenidas en el medio de crecimiento (panel superior) o en el

medio de crecimiento de las células troncales del epitelio olfatorio del participante TLP-2 (panel inferior)..
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Al final de la obtencidén de las imagenes de los arreglos de todos los participantes se
procedid a realizar tanto la reconstruccion tridimensional, como el mapa de calor de

cada uno de los microarreglos que se muestran a continuacion.

GRUPO 1: Pacientes que recibieron estimulacién magnética transcraneal

repetitiva.

TLP-2 M1

DESPUES
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TLP-9 H1
ANTES DESPUES
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GRUPO 2: Pacientes que recibieron unicamente psicofarmacos.

TLP-12 M1
ANTES DESPUES
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TLP-13 M1
ANTES DESPUES
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TLP-21 M1
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Microarreglos y procesamiento de las células de epitelio olfatorio

La cuantificacion de la densidad correspondiente a cada proteina en los mapas de
calor se realizé con el programa Imaged , programa de analisis de imagenes libre
desarrollado por el National Institute of Health. Es importante resaltar que no es
posible traducir dichas unidades de densidad 6ptica en concentraciones de proteina..
Los valores numéricos correspondientes a cada una de las proteinas identificadas con
los microarreglos L-507 se agregaron en los apartados de los anexos del presente

documento.

El analisis de los microarreglos arrojé un total de 6 proteinas, en las cuales los

cambios asociados a la intervencion propuesta (EMTr) son mas significativos, desde el

49



punto de vista cualitativo y semicuantitativo. En la siguiente tabla se reportan los
diferenciales totales numéricos en densidades 6pticas, el numero correspondiente a la
proteina en el microarreglo L-507, el nombre de la proteina, asi como la direccién del

cambio en la expresion; esto para cada uno de los pacientes.

GRUPO 1
TLP-2 TLP-8 TLP-9

. ) i i ) ) i Direccion ) i Direccion

Proteina # 2 Diferencial Direccion del Diferencial del Diferencial del

e e

numerico *. cambio. numerico *. i numerico™. i

cambio. cambio.
CSK 78 5071 Disminucion 29 Disminucion 71 Incremento
EDA-A2 110 2939 Disminucion 893 Disminucion 471 Incremento
IGF-BP rp1/IGF-

BP7 229 12405 Disminucion 521 Incremento 2156 Incremento
sFRP-4 445 8350 Disminucion 3723 Disminucion 2235 Disminucion
Trombospondina 1 477 13290 Disminucién 4588 Disminucion 2750 Disminucion
SPARC 459 8819 Disminucion 230 Disminucion 509 Disminucion

aNumero de referencia en el pozo del L-507.

*Reportado en las densidades épticas, para datos especificos ver tablas en anexos.

GRUPO 2
TLP-12 TLP-13 TLP-21
, a . . Direccion  Diferencial Direccion _ . Direccion
Proteina #9 Diferencial o Diferencial
. del numerico del . del
numerico*. _ _ numerico *. .
cambio. *, cambio. cambio.
CSK 78 991 Incremento 2287 Disminucion 2435 Incremento
EDA-A2 110 2357 Incremento 117 Disminucion 2567 Incremento
IGF-BP rp1/IGF-

BP7 229 1738 Incremento 3668 Incremento 5899 Incremento
sFRP-4 445 1874 Disminucion 5036 Disminucién 4077 Incremento
Trombospondina 1 477 611 Disminucién 69 Incremento 1007 Disminucion
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SPARC 459 604 Disminucién 6300 Disminucion 5953 Incremento
aNumero de referencia en el pozo del L-507.

*Reportado en las densidades épticas, para datos especificos ver tablas en anexos.

Comparacién de la direccion del cambio en la expresién proteica entre grupos.

GRUPO 1 GRUPO 2

TLP-2 TLP-8 TLP-9 TLP-12 TLP-13 TLP-21

CSK l l T T ! T

EDA-A2

IGF-BP rp1/IGF-BP7

sFRP-4

Trombospondina 1

— | —| «—| «
—| —| «—| >| «
—| —| «—| >| >
—| —| «—| =>| —
— | > «—| =>| «
| —| > =| —

SPARC

Discusion.

En los pacientes con trastorno limite de personalidad una de las caracteristicas que
que destaca es la falta de inhibicidon en su conducta, asociado a una alta impulsividad
y pobre control de la expresion de estas respuestas (47). Debido a lo anterior entre
los objetivos terapéuticos con éstos pacientes se encuentra el control de la conducta y

la disminucion de la impulsividad.

A la fecha se han reportado algunos abordajes de EMTr en diversos sindromes
neuropsiquiatricos. Estos desde una perspectiva de la severidad de los sintomas,
gravedad y consecuencias de la impulsividad, problemas en funciones ejecutivas, pero
sobretodo relacionadas con la planeacion. Sin embargo la informacién al respecto aun

es poca y las conclusiones a las que se pueden llegar son limitadas (52).

Aun y a pesar de esas limitaciones, la EMTr es una estrategia para el tratamiento de
los pacientes con diagndstico de TLP. Lo anterior se basa en que diversos estudios
han reportado efectos benéficos con la EMTr, por ejemplo en el estudio realizado en el
2012 por Kim y cols (51) se aplicé un protocolo de estimulacion por 5 sesiones a 5 Hz
en la corteza prefrontal dorso lateral izquierda, frecuencia y area utilizada en la

presente investigacion. En ese estudio se. encontré que dicha intervencion provocaba
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un disminucién en los tiempos de respuesta, significando una mejoria en los procesos
de control inhibitorio. Otro estudio es el de por Arbabi y cols (7) quienes aplicaron 10
sesiones de 5 HZ en la corteza prefrontal dorso lateral izquierda a una paciente,
encontrando disminucion en las escalas de severidad y depresion aplicadas. Aunque
el trabajo de Arbabi y cols (7) es un reporte de caso ejemplifica perfectamente la

necesidad de incrementar la informacién respecto a los beneficios de la EMTr.

En el presente estudio se le aplicaron a los pacientes escalas de severidad de
sintomas, la ICG (Impresion Clinica Global) y el BEST (Borderline Evaluation of

Severity over Time), ademas de las escalas de Hamilton para depresién y ansiedad.

En relacién a los resultados del BEST se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo con la EMTr y los que recibieron unicamente
psicofarmacos, esto en las areas de pensamientos y sentimientos, asi como en la
calificacion global, con una tendencia estadistica hacia la mejoria de las conductas
negativas y sin significancia para las conductas positivas. Los resultados de la ICG nos
muestran que la significancia estadistica fue para los items de: abandono,
impulsividad, inestabilidad afectiva, sensacién de vacio, ira, ideacion paranoide y la
calificacion global; tendencia estadistica para Identidad y sin significancia para

relaciones inestables y suicidio.

También es necesario resaltar tres resultados del ANOVA en relacion a la magnitud
del efecto (Eta cuadrada parcia; np). La n°p para impulsividad fue de 0.641,
inestabilidad afectiva de 0.497 y la de la ira de 0.365. La influencia de estos tres items
para explicar la varianza del fendmeno es muy alta. Si consideramos los antecedentes
de la presente investigacion, sobretodo en relacién al efecto de la EMTrl sobre la
impulsividad y la mejoria del control inhibitorio, tenemos una explicacién coincidente
con la mejoria en estas areas, representada por los resultados y sobre todo por la

magnitud del efecto de esos items.

Las variaciones en relacion a los puntajes de las escalas de Hamilton para depresion y
ansiedad solo mostraron tendencias sin significancia estadistica mostrando
magnitudes de efecto pequefias en relacion a la explicacion de la varianza. Lo anterior
nos hace pensar que precisamente la mejoria observada en los pacientes y el perfil
sobre el que podemos incidir a través de la EMTr tiene que ver con una mejoria en la
regulacién de las respuestas, promoviendo un mejor control inhibitorio. Si bien los
resultados antes comentados orientan hacia esa direccion, dicho analisis fue un

objetivo secundario en el disefio del presente estudio.
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Por otro lado el estudio de los cambios en las proteinas de secrecion de las células
troncales obtenidas de los pacientes con diagndstico de TLP arrojaron resultados
interesante. Estudios previos han utilizado diversos abordajes experimentales tratando
de describir el sustrato neurobiolégico que subyace al TLP encontrando alteraciones
en la metilacion anémala de algunos genes (48), problemas en la sefializacion
mediada por segundos mensajeros y la regulacion inmune (49), asi como alteraciones
en mediadores de crecimiento neural (50). Todos ellos han sido evaluados en sangre
periférica. Sin embargo el entorno biolégico particular dentro del SNC se desconoce,
asi como los posibles efectos de las intervenciones sobre dichas variables. Aunado a
esto es posible que entre los beneficios de la EMTr se encuentre la modulacion de
procesos plasticos destacando, pero no siendo el unico, la neurogénesis a partir de

células troncales (41).

Por lo anterior en el presente estudio también se planted iniciar la exploracién de dicho
entorno, evaluando los posibles cambios en la expresion de proteinas de las células
troncales de origen neural del epitelio olfatorio inducidos por la EMTr, células que si
bien no reflejan la funcionalidad del sistema nervioso central, si permiten modelar el
proceso neurogénico in vitro y estudiar los mecanismos implicitos en la generacion de
neuronas, como ejemplo de neuroplasticidad. Con el método de exploracién utilizado
en la presente investigacién, se encontraron cambios interesante en seis proteinas,
que si bien es importante mencionar que existen otros, estas son las que mostraron

mayor magnitud en los diferenciales de las densidades opticas.

C-Src Tyrosine Kinase (CSK) # 78 del L-507.

Esta proteina tiene una importante funcién de regulacién sobre el crecimiento celular,
diferenciacion, migracion celular y respuesta inmune. Se encarga de la fosforilacion de
los residuos de tirosina localizados en la terminacién C de las cinasas Src (SFKs)
incluyendo a las familias LKC, SRC, KCK, FYN o YES1. En la fosforilacién de la parte
final, la familia Src se engancha en una interaccion intramolecular con las fosfotirosina
y el dominio SH2 lo que resulta en una conformacion molecular inhibida. Esto en
ultima instancia va a suprimir la sefializacion, a través de diversos receptores, incluido
el receptor de células T y B, manteniendo la conformacion de inhibicion sobre ellos.

(54). La proteina utiliza como cofactor para su accion al magnesio y manganeso.

La CSK es una proteina involucrada en multiples funciones, a través de los
mecanismos ya mencionado, algunos de los procesos en los que se encuentra son:

respuesta inmune adaptativa, organizacion de uniones intracelulares, desarrollo del
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tejido del SNC, diferenciacion celular, respuesta celular a hormonas peptidicas,
respuesta inmune innata, inhibicion de produccién de IL-6 y regulacion de distintas
citoquinas, inhibicién de la actividad de las quinasas, diferenciacién oligodendrocitica,
regulacién de proliferacion celular, coestimulacion de células T, entre otras. Las
funciones antes comentadas son las relacionadas con el SNC, que considero pueden
jugar un papel en la descripcion del entorno neurobiolégico generado por la
intervencion, existen otras funciones relacionadas con otros sistemas, las cuales no

fueron comentadas en el presente documento.

La participacion de esta proteina en el metabolismo de la tirosina, la cual cumple
funciones centrales en la sintesis de catecolaminas (adrenalina, dopamina y
noradrenalina) a nivel cerebral, como precursor de estas, y de igual forma en su papel
en el proceso de mielinizacion (48,49) es sugerente de un posible papel regulador
asociado a la intervencién, en el caso de la presente investigacion asociado tanto a la
EMTr como al manejo con psicofarmacos. Obteniendo de manera general valores de
densidad o6ptica mas elevados en el grupo 2 (psicofarmacos), pero mostrando una
tendencia al cambio posterior a la intervencion en ambos grupos. Por otro lado una de
las funciones tiene relacion con la regulacién en distintas direcciones de la funcion
inmunitaria del organismo; lo cual pudiera sugerir un posible mecanismo bioldgico
relacionado con la inflamacién, esto ha sido estudiado y demostrado en diversas
condiciones psicopatolégicas hasta el momento, en trastornos afectivos, tanto
depresion como trastorno bipolar (56), esquizofrenia (57), entre otras; asi que ¢ por
qué no pensar que también los trastornos de personalidad pudieran estar

involucrados?

EDA-A2: Ectodisplasina-A # 110 del L-507.

Esta proteina es una citocina que esta involucrada en la sefalizacion del epitelio y el
mesénquima durante la morfogénesis de érganos ectodérmicos, ademas de funcionar
como un ligando activador del dominio de muerte a través de los receptores EDAR y
EDA2R (59). Dichas funciones estan relacionadas en procesos de diferenciacién
celular, adhesion de la matriz celular, regulacion de expresion de diversos genes,
respuesta inmune, pigmentacion, favorecedor de regulacion de factor NF-kappaB,

ademas de regulacion de la via del TNF (factor de necrosis tumoral). (59,60)

Ademas del importante papel en la organogénesis, nuevamente tenemos una proteina
involucrada de manera estrecha en los procesos de diferenciacion celular, adhesiéon

celular y regulacion de procesos inmunitarios, en la cual se evidencio cambios
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significativos en relacion a las densidades Opticas, en ambos grupos, siendo

ligeramente mayor en los pacientes que recibieron EMTr.

IGF-BPrp1 / IGFBP7: Proteina de unidon 1 con el factor de crecimiento insulinico
#229 del L-507.

La funcion central de esta proteina es la prolongar la vida media del factor de
crecimiento insulinico (IGF) y se ha demostrados que tanto inhibe como estimula los
efectos de IGF en los cultivos celulares. Altera la interaccion del IGF con sus
receptores de superficie celular, favoreciendo asi la migracion celular. (61) Algunos de
los procesos en los que se ha relacionado son el envejecimiento, regulacion de la via
del IGF, inhibicién de la via de sefializacion de Wnt, favorecer del crecimiento celular y

regeneracion tisular. (62,63)

A través de los mecanismos ya comentado esta proteina tiene un papel en diversos
mecanismos de migracion, crecimiento y diferenciacion celular. En la presente
investigacion ambos grupos mostraron una tendencia a incrementar la produccién de
esta proteina sin importar la intervencidn seleccionada, siendo de las proteinas
reportadas en el presente documento la que tuvo los valores mas altos en densidades

Opticas de manera general.

sFRP-4 : Soluble frizzled-related protein. #445 del L-507.

Esta proteina funciona como moduladora de la via Wnt, siendo la segunda de ellas
que aparece relacionado con esta via, en esta investigacion. Tienen un papel
significativo en la regulacion del crecimiento y diferenciacion; ademas de tener un
papel en la regulacion de la apoptosis durante la ovulacién y en la morfologia uterina.
(64).

Trombospondina-1 #477 del L-507.

Es una glicoproteina de adhesion, encargada de mediar la interaccion entre celula-
celula y célula-matriz. Tiene un papel en procesos de dendritogenesis. Ademas a
través de su ligando con el CD36 tiene propiedades antiangiogenicas, ademas de

modular la respuesta asociada al estrés.

Como bien se puede suponer de la descripcién general de su funcion la cantidad de
los procesos bioldgicos en los que esta relacionada es inmensa, entre algunos de ellos
destacan, respuesta conductual al dolor, adhesién celular, migracion celular, respuesta
inmune tanto aguda como cronica, respuesta celular al calor, regulacion de la via del
TNF, respuesta inflamatoria, respuesta celular a los factores de crecimiento celular,

organizacion de la matriz extracelular, inhibicion de procesos apopticos, migracion y
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diferenciacion de células endoteliales, regulacién de diversas vias de fibrinogenesis y
fibrindlisis, inhibicion de la produccion de IL-12, favorecedor de quimiotaxis, respuesta

a mediadores hormonales, entre otras. (65,66)

De manera general dicha proteina regula las moléculas de adhesion celular,
favoreciendo cualquier proceso de migracion celular, ademas de regular por via de
citoquinas procesos inflamatorios, mas alla de la pura migracion, siendo muy relevante

en la respuesta aguda y crénica inflamatoria.

Las funciones de esta proteina, poniéndolas en el contexto relacional con lo ya
descrito, nos dan una idea de la importancia que puede tener que las intervenciones,
tanto la EMTr como los psicofarmacos, en la regulacion de procesos celulares, que en
ultimo grado tendran una repercusion en la orquestacion de una respuesta organizada

hacia los estimulos recibidos por el SNC.

SPARC # 459 del L-507.

Su funcién parece tener que ver con la regulacion del crecimiento celular, a través de
la interaccidén entre la matriz extracelular y las citoquinas. Une calcio, cobre, distintos
tipos de colageno, albumina, trombospondina y membranas celulares. Algunos de los
procesos bioldgicos en los que se ha relacionado son: mediador de respuesta celular a
estimulos de factores de crecimiento, inhibicibn de angiogénesis, inhibicion de
proliferacién endotelial, favorecedor de migracion de células endoteliales, cicatrizacion

y diversos procesos de organogeénesis (corazon, hueso, oido interno y pulmon) (67).

Conclusiones.

Desde el punto de vista de la atencién clinica de los pacientes, concordante con lo
reportado por investigaciones previas, la EMTr a 5 Hz sobre la corteza dorsolateral
izquierda tiene un efecto directo sobre la regulacién de la impulsividad, inestabilidad
afectiva y expresiones conductuales de ira, ademas de generar cambios significativos
en la severidad de los sintomas asociados al TLP. Sin embargo, dichas conclusiones
derivan de un objetivo secundario de la presente investigacién, ya que el objetivo
central de la misma fue caracterizar los cambios en la secrecién de proteinas de las
células troncales de origen neural del epitelio olfatorio asociados a la EMTr,
comparada con psicofarmacos. Es importante resaltar el método seleccionado no nos
permite la obtencion de resultados cuantitativos, por lo que los valores numéricos
reportados a los largo del documento, y como ya fue resaltado previamente, son
densidades opticas; esto con el objetivo de tener una aproximacion semicuantitativa y

asi poder identificar mas facilmente las variaciones en la expresién protéica en las
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celulares troncales neurales del epitelio olfatorio de los participantes con diagnéstico
de TLP. La razon de haber usado células troncales neurales del epitelio olfatorio radicé
en que a partir de éstas se lleva a cabo la generacion de neuronas en el epitelio
olfatorio, de tal modo que permite estudiar in vitro el proceso de generacién de
neuronas, la influencia de los factores solubles sobre el microambiente pro-
neurogeénico, asi como de los mecanismos que pueden estar alterados en trastornos
psiquiatricos, con la limitante de no poder estudiar funciones neuronales especificas
del sistema nervioso central. En ese sentido, las proteinas identificadas en esta
investigacion tienen que ver basicamente con procesos de crecimiento, migracién y
diferenciacion celular eventos que se encuentran implicitos en el proceso neurogénico

tanto en el hipocampo, como en el epitelio olfatorio.

Finalmente, los resultados del presente trabajo sugieren que ambas intervenciones
tanto la farmacolégica, como la EMTr modifican de manera particular el entorno
biolégico del individuo, ejemplo de ello son los cambios observados en el perfil de
secrecion de las células troncales de origen neural del epitelio olfatorio. Sin embargo,
la significancia de esto en el contexto de la neurogénesis y del TLP es necesario
estudiar para entender como la EMTr puede inducir cambios neuroplasticos que sean

regulados por los factores solubles producidos por las células troncales.

Limitaciones

La presente investigacion se llevdé a cabo en una muestra pequefa, por lo que las
caracteristicas individuales de cada participante pueden jugar un papel central en la
expresion proteica y por lo tanto en los posibles efectos de las intervenciones. Por lo
anterior para poder concluir de manera mas certera es necesario la ampliacion de la
muestra y la validacion de la presencia o ausencia de marcadores proteicos

especificos de TLP de las células troncales de origen neural del epitelio olfatorio.

La muestra consistido primordialmente de pacientes de género femenino, y si bien es
cierto que el TLP es mas prevalente en esta poblacién es importante considerar el
efecto del genero sobre los posibles resultados, debido a que en la presente
investigacion unicamente hubo un participante vardn, y asociado al tamafio de la

muestra, no se puede establecer una linea de analisis en relacion al género.

Actualmente la EMTr no es una opcién terapéutica aprobada por la Agencia Federal
de Alimentos y Drogas de Estados Unidaos (FDA por sus siglas en Inglés) para el

manejo del TLP, por lo que la muestra considerada en el grupo 1 también recibia
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manejo psicofarmacologico, esto por las consideraciones éticas pertinentes. Seria
importante poder evaluar el efecto de la EMTr como monoterapia en las variaciones de

la expresion de las proteinas.

Futuras perspectivas.

Considero que la presente investigacion sienta el precedente del uso de estrategias
metodologicas que permitan evaluar los posibles efectos de intervenciones
terapéuticas a nivel neuroplastico y orientado a la busqueda de marcadores
especificos en los que es necesario aplicar otros abordajes metodolégicos para poder
obtener informacion relacionada con el entorno neurobiolégico de estos pacientes y las
modificaciones inducidas por las diversas opciones terapéuticas, llevando asi a una

mejor comprension del fendmeno mental y sus variantes patolégicas.
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Carta de consentimiento informado para pacientes

Nombre del estudio: Cambios en la expresion proteica inducidos por la estimulacion magnética transcraneal en las
células del epitelio olfatorio de pacientes con diagnéstico de Trastorno Limite de Personalidad valorados con

microarreglos.

Investigadores:  Dr. Francisco Javier Vegas Rodriguez, Dr. Jorge Julio Gonzalez Olvera, Dr. Gerardo Bernabé

Ramirez Rodriguez

Direccién: Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Mufiiz”’; Calzada México-Xochimilco # 101, Colonia

Huipulco, Delegacion Tlalpan, Teléfono: 4160-5000

Lo invitamos a tomar parte en un estudio de investigacion en el Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente
Mufiz”. En caso de entender alguno de los puntos expuestos en este documento, por favor, siéntase libre de preguntar

todo aquello que no entienda.

Justificacion y objetivos de la Investigacion: El trastorno limite de personalidad (TLP) es una condicion en donde pueden

existir déficits en la toma de decisiones, el control de los impulsos, la forma en que las personas se relacionan entre si, la
capacidad para reconocer emociones; la presencia de esta sintomatologia puede generar déficit en el funcionamiento
diario. En estudios previos se ha demostrado que la aplicacién de esta técnica conocida como estimulacién magnética
transcraneal repetitiva (EMTr) puede mejorar algunos de los sintomas mencionados previamente. El objetivo de este

estudio es extender el conocimiento que se tiene sobre las bases bioldgicas de esta mejoria.

La EMTr ha sido aprobada por instituciones sanitarias de Estados Unidos de Norteamérica (FDA, Food and Drug

Administration) como una intervencion segura y eficaz en el manejo de diferentes condiciones psiquiatricas.

Caracteristicas del estudio y procedimiento: Al decidir participar en este protocolo usted sera candidato para recibir
tratamiento con estimulacién magnética transcraneal. El estudio contara con dos poblaciones, cada una de 10 personas, la
pertenencia a alguno de los grupos se elegira al azar; uno de ellos recibira estimulacion magnética transcraneal repetitva
activa al inicio del proyecto y el segundo grupo recibira las sesiones una vez culminadas las del primer grupo. Dicha
distribucion tiene como objetivo poder comparar los resultados y ofrecer el beneficio de la mejoria asociada a la
intervencién a ambos grupos. Debido a que la asignacion de los grupos es aleatoria, no es posible saber a cual de ellos

pertenecera. Este estudio se considera como una investigacion (estudio) con riesgo mayor que el minimo.

Una vez que acepte su participacién le seran programados ciertas evaluaciones, que consistiran en contestar un
cuestionario y la realizacion de un electroencefalograma. Si en dichas evaluaciones se cumplen los requisitos sera tomada
una muestra de epitelio respiratorio. Dicha muestra se realiza por raspado con un hisopo en la mucosa nasal; como
consecuencia del mismo algunos pacientes pueden llegar a presentar molestia durante y después de la toma asi como
sangrado nasal; en caso de que presente alguna molestia durante el mismo sera atendido por el personal médico
encargado del proyecto y en caso de ameritarlo se referird su atencion; es importante sefialar que las molestias asociadas
al procedimiento son minimas y las complicaciones ocurren en pocas ocasiones. Posterior a la obtencién de la muestra de

Su mucosa nasal comenzaran las sesiones de EMTr.
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Sesiones de EMTr: Usted recibira estimulacion a alta frecuencia (30 trenes de pulsos de 5 Hz, con una duracién de 10
segundos cada uno en region frontal izquierda). El esquema de tratamiento consiste en la administracion de una sesién
diaria de estimulacion hasta completar 15. La estimulaciéon magnética se realiza generando un campo magnético con una
bobina envuelta en un cuerpo plastico. Los pulsos magnéticos generan pequefios impulsos eléctricos que podrian causar
que algunos de sus musculos superficiales se contraigan Unicamente el tiempo que tarde el estimulo. Esto puede producir
molestias mientras dure el estimulo, especialmente al utilizar frecuencias altas. Usualmente no es demasiado molesto y la
incomodidad tiende a desaparecer en unos dias. Frecuentemente no se presentan efectos colaterales molestos. Para
localizar el punto en el cual se estimulara, podriamos hacer alguna marca en la superficie del cuero cabelludo con una
tinta que pueda ser removida por usted cuando se lave la cabeza. El area donde recibira el tratamiento cuenta con el
equipo indispensable para cualquier emergencia médica que se pueda suscitar. Siempre durante las sesiones estara un
medico y en caso de que usted presentara una crisis convulsiva durante la sesién de estimulacion magnética, el médico

que esta capacitado para cuidar de usted v en caso de ser necesario serd acompafado al servicio de atencion

psiquiatrica continua; dénde se le brindara la atencidn necesaria durante la crisis. Posteriormente le explicaremos el riesgo

que implica el continuar con la EMTr, por lo que en ese caso usted quedaria eliminado inmediatamente del estudio y se

canalizaria para que continte de forma normal su atencion en el INPRF.

Una vez culminadas las sesiones de estimulacién magnética transcraneal se hara nuevamente la recoleccion del material

biologico de su mucosa nasal, a través del raspado con hisopo descrito previamente.

Las células obtenidas de su mucosa nasal seran transportadas al Laboratorio de Neurogenesis del Instituto Nacional de
Psiquiatria a cargo del Dr. Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez, en dicho laboratorio se llevaran a cabo la medicion de las
proteinas de interés en el estudio. El epitelio olfatorio es considerado como una fuente de células madre/precursoras que
cuando se obtienen y se mantienen in vitro se pueden evaluar algunas alteraciones que se presentan en la generacion de

neuronas en padecimientos neuropsiquiatricos.

En caso de que usted consienta el resguardo de su muestra de células del epitelio olfatorio, es importante que sepa que
ésta muestra sera codificada con nimeros que no hacen posible la identificacion del participante. El codigo numérico sélo
sera registrado en los formatos de investigacion que estaran bajo resguardo del Dr. Jorge Julio Gonzélez Olvera quién es

el responsable del proyecto.

También es importante que usted sepa que si los resultados de esta investigacion son presentados en algin foro su

identidad no seréa revelada.

En caso de que usted no quiera que su muestra quede almacenada, esta sera destruida al concluir el analisis de la

neurogénesis sin que se vea afectada la atencion médica que recibe en la Institucion.
Una vez culminadas las sesiones de estimulacion se valorara a través de un cuestionario la respuesta a la intervencion.

Costo de las evaluaciones:

Las sesiones de evaluacion clinica, electroencefalograma, toma de muestra; asi como las sesiones de EMTr que sean
aplicadas durante el estudio no tienen costo para usted. Si durante la evaluacion clinica, el médico psiquiatra que lo
evalla para ingresar al estudio, considera necesaria la posible realizacion de estudios de laboratorio adicionales, por
sospecha de condiciones patolégicas ajenas al objeto de estudio del protocolo (por ejemplo sospecha de un cuadro de
anemia), le explicara los motivos por los cuales se sugieren dichos estudios y en caso de que se soliciten usted debera

cubrir el costo de acuerdo a la clasificacion socioeconémica que se le ha asignado en este instituto.
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Beneficios

1.- Aunque no sabemos el efecto preciso que tendrd la EMTr en usted, es posible que algunos sintomas que usted

presenta mejoren significativamente, en particular sintomas de caracteristicas depresivas.

2.- Indirectamente usted ayudaré a otros pacientes al contribuir en el conocimiento sobre la naturaleza y evolucién del

TLP, asi como incrementar la informacion sobre el trasfondo biolégico asociado a la EMTr.

Mujeres con Posibilidad de Embarazarse: Las sesiones de EMTr podrian involucrar riesgo en caso de embarazo, por lo

que si usted es mujer con la capacidad de embarazarse, debera estar de acuerdo en prevenir el embarazo si usted decide
aceptar la EMTr. Todas las pacientes fértiles, sexualmente activas deberan estar de acuerdo en usar una forma efectiva
de control de natalidad, el costo del método de control de natalidad debera ser cubierto por usted. Si planea embarazarse
durante el curso del estudio o se encuentra embarazada o lactando, no debera participar en este estudio. Esto se hace
por su seguridad, ya que la exposicion a los medicamentos que podrian llegar a utilizarse para el tratamiento del TLP, asi
como la estimulacion magnética podria involucrar riesgos no previstos para usted o el embrién en caso de que se llegue a

embarazar.

Confidencialidad: Toda la informacidn clinica sera manejada por medio de codigos que hacen imposible su identificacion
por nombre completo. La informacion que incluya su nombre, direccion u otros datos personales solo seré registrada en el
expediente del protocolo de investigacion, el cual solo serd consultado por los investigadores involucrados en el estudio.
La informacién seré guardada por un periodo maximo de cinco afios. Si los resultados de esta investigacion fueran
presentados en articulos cientificos, congresos o reuniones médicas y cientificas, su identidad no sera revelada. En caso
de que los estudios o las evaluaciones llevadas a cabo durante el estudio, muestren hallazgos que se consideren de
importancia para la evolucion y/o tratamiento del cuadro clinico, se solicitara su autorizacién para ser comunicados a su

médico tratante.

Riesgos y molestias: Debido a que la estimulacion magnética puede inducir crisis convulsivas en aquellas personas que

las han presentado previamente o que tienen riesgo de presentarlas; para que usted pueda ser incluido(a) en este
estudio, se solicitara de forma indispensable que cuente con un EEG normal. Asimismo la EMTr puede ser dafiina para
las personas que portan objetos metélicos en la cabeza (como clipajes, placas, tornillos), en los ojos o en el cerebro
(como esquirlas). También para personas con marcapaso o electrodos cardiacos. Si usted se encuentra en alguna de

estas situaciones, por favor informe a su médico.

Eventos adversos: En caso de presentar cualquier evento no esperado (malestares, molestias o enfermedades) en el
tiempo que dure este estudio, debera comunicarlo al médico cuanto antes. Todos los eventos adversos relacionados o no

con este tratamiento seran registrados y reportados al comité de ética de este instituto.

Participacion Voluntaria / Suspension de la Participacion: Su participacion en este estudio es voluntaria. Puede rehusarse

a participar o suspender su participacion en el estudio en cualquier momento. Por otro lado, si los médicos consideran
que continuar en el estudio no es la mejor alternativa para su tratamiento clinico, sera retirado del estudio en ese
momento. Se le informara acerca de cualquier hallazgo significativo que surja durante el curso de esta investigacion que
pueda estar relacionado con su deseo de seguir formando parte del estudio. En caso de que usted no deseé participar no

se le negaré el cuidado médico que requiera.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
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He leido la carta de consentimiento informado y entiendo de qué se trata el estudio. He hablado directamente con
el responsable del estudio y ha contestado todas mis preguntas en términos que he podido entender. Puedo
hacer cualquier pregunta en cualquier momento de la investigacion. Recibi una copia de esta hoja de

informacion.
ACEPTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.

Entiendo que puedo suspender mi participacion en el estudio en cualquier momento sin que esto tenga
consecuencias en mi relacion con la institucion. Mi identidad no sera revelada en ninguna referencia del estudio o

sus resultados. Ademas, recibi una copia de la carta de consentimiento.

Si tengo dudas o requiero informacién adicional respecto al estudio, puedo comunicarme con el Dr. Francisco Javier
Vegas Rodriguez (tel. 4160-5372), consultorio nimero 7 del modulo C del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la
Fuente; o con el Dr. Jorge Julio Gonzélez Olvera (tel. 4160-5349) 5352.

MéxicoD.F. a del mes de del afio

Paciente (Nombre): Firma:
Testigo 1: Firma:
Testigo 2: Firma:
Investigador Principal Firma:

En caso de encontrar hallazgos durante los estudios o la realizacion del protocolo y que sean importancia para la

evolucion y/o tratamiento del cuadro clinico, autorizo al investigador a informar a mi medico tratante de dichos hallazgos
Si__ No___

En caso de suspender mi colaboracion, autorizo que sigan utilizando mi informacién hasta que concluya la investigacion:
Si__ No___

Paciente (Nombre): Firma:

Carta de consentimiento informado para controles en lista de espera.

Nombre del estudio: Cambios en la expresion proteica inducidos por la estimulacion magnética transcraneal en las
células del epitelio olfatorio de pacientes con diagnéstico de Trastorno Limite de Personalidad valorados con

microarreglos.

Investigadores:  Dr. Francisco Javier Vegas Rodriguez, Dr. Jorge Julio Gonzalez Olvera, Dr. Gerardo Bernabé

Ramirez Rodriguez
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Direccion: Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Mufiz’; Calzada México-Xochimilco # 101, Colonia

Huipulco, Delegacion Tlalpan, Teléfono: 4160-5000

Lo invitamos a tomar parte en un estudio de investigacion en el Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente
Mufiz”. En caso de entender alguno de los puntos expuestos en este documento, por favor, siéntase libre de preguntar

todo aquello que no entienda.

Justificacion y objetivos de la Investigacion: El trastorno limite de personalidad (TLP) es una condicién en donde pueden

existir déficits en la toma de decisiones, el control de los impulsos, la forma en que las personas se relacionan entre si, la
capacidad para reconocer emociones; la presencia de esta sintomatologia puede generar déficit en el funcionamiento
diario. En estudios previos se ha demostrado que la aplicacién de esta técnica conocida como estimulacién magnética
transcraneal repetitiva (EMTr) puede mejorar algunos de los sintomas mencionados previamente. El objetivo de este

estudio es extender el conocimiento que se tiene sobre las bases bioldgicas de esta mejoria.

La EMTr ha sido aprobada por instituciones sanitarias de Estados Unidos de Norteamérica (FDA, Food and Drug

Administration) como una intervencion segura y eficaz en el manejo de diferentes condiciones psiquiatricas.

Caracteristicas del estudio y procedimiento: Al decidir participar en este protocolo usted sera candidato para recibir
tratamiento con estimulacion magnética transcraneal. El estudio contara con dos poblaciones, usted sera parte de la rama
de controles en lista de espera. Una vez que acepte su participacion le seran programados ciertas evaluaciones, que
consistirdn en contestar un cuestionario y la realizacién de un electroencefalograma. Si en dichas evaluaciones se

cumplen los requisitos sera tomada una muestra de epitelio respiratorio.

Se tomara muestra de epitelio olfatorio; dicha muestra se realiza por raspado con un hisopo en la mucosa nasal; como
consecuencia del mismo algunos pacientes pueden llegar a presentar molestia durante y después de la toma asi como
sangrado nasal; en caso de que presente alguna molestia durante el mismo sera atendido por el personal médico
encargado del proyecto y en caso de ameritarlo se referird su atencion; es importante sefialar que las molestias asociadas
al procedimiento son minimas y las complicaciones ocurren en pocas ocasiones. Posterior a esto se esperara un periodo
aproximado de 3 semanas, antes de volver a citarlo para una segunda toma de muestra bioldgica. Una vez culminadas
ambas tomas sera iniciado el proceso de las sesiones de estimulacion magnética transcraneal con el objetivo de que

reciba el beneficio de la misma. Este estudio se considera como una investigacion (estudio) con riesgo mayor que

el minimo.

Sesiones de EMTr: Usted recibira estimulacion a alta frecuencia (30 trenes de pulsos de 5 Hz, con una duracién de 10
segundos cada uno en region frontal izquierda). El esquema de tratamiento consiste en la administracion de una sesién
diaria de estimulacion hasta completar 15. La estimulaciéon magnética se realiza generando un campo magnético con una
bobina envuelta en un cuerpo plastico. Los pulsos magnéticos generan pequefios impulsos eléctricos que podrian causar
que algunos de sus musculos superficiales se contraigan Unicamente el tiempo que tarde el estimulo. Esto puede producir
molestias mientras dure el estimulo, especialmente al utilizar frecuencias altas. Usualmente no es demasiado molesto y la
incomodidad tiende a desaparecer en unos dias. Frecuentemente no se presentan efectos colaterales molestos. Para
localizar el punto en el cual se estimulara, podriamos hacer alguna marca en la superficie del cuero cabelludo con una
tinta que pueda ser removida por usted cuando se lave la cabeza. El area donde recibira el tratamiento cuenta con el
equipo indispensable para cualquier emergencia médica que se pueda suscitar. Siempre durante las sesiones estara un
medico y en caso de que usted presentara una crisis convulsiva durante la sesién de estimulacion magnética, el médico

que esta capacitado para cuidar de usted v en caso de ser necesario serd acompafado al servicio de atencion
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psiquiatrica continua; dénde se le brindara la atencién necesaria durante la crisis. Posteriormente le explicaremos el riesgo

que implica el continuar con la EMTr, por lo que en ese caso usted quedaria eliminado inmediatamente del estudio y se

canalizaria para que continte de forma normal su atencion en el INPRF.

Las células obtenidas de su mucosa nasal seran transportadas al Laboratorio de Neurogenesis del Instituto Nacional de
Psiquiatria a cargo del Dr. Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez, en dicho laboratorio se llevaran a cabo la medicién de las
proteinas de interés en el estudio. El epitelio olfatorio es considerado como una fuente de células madre/precursoras que
cuando se obtienen y se mantienen in vitro se pueden evaluar algunas alteraciones que se presentan en la generacion de

neuronas en padecimientos neuropsiquiatricos.

En caso de que usted consienta el resguardo de su muestra de células del epitelio olfatorio, es importante que sepa que
ésta muestra sera codificada con nimeros que no hacen posible la identificacion del participante. El cddigo numérico soélo
sera registrado en los formatos de investigacion que estaran bajo resguardo del Dr. Jorge Julio Gonzalez Olvera quién es

el responsable del proyecto.

También es importante que usted sepa que si los resultados de esta investigacion son presentados en algin foro su

identidad no seréa revelada.

En caso de que usted no quiera que su muestra quede almacenada, esta sera destruida al concluir el analisis de la

neurogénesis sin que se vea afectada la atencion médica que recibe en la Institucion.
Una vez culminadas las sesiones de estimulacion se valorara a través de un cuestionario la respuesta a la intervencion.

Costo de las evaluaciones:

Las sesiones de evaluacion clinica, electroencefalograma, toma de muestra; asi como las sesiones de EMTr que sean
aplicadas durante el estudio no tienen costo para usted. Si durante la evaluacion clinica, el médico psiquiatra que lo
evalla para ingresar al estudio, considera necesaria la posible realizacion de estudios de laboratorio adicionales, por
sospecha de condiciones patolégicas ajenas al objeto de estudio del protocolo (por ejemplo sospecha de un cuadro de
anemia), le explicara los motivos por los cuales se sugieren dichos estudios y en caso de que se soliciten usted debera

cubrir el costo de acuerdo a la clasificacion socioeconémica que se le ha asignado en este instituto.
Beneficios

1.- Aunque no sabemos el efecto preciso que tendrd la EMTr en usted, es posible que algunos sintomas que usted

presenta mejoren significativamente, en particular sintomas de caracteristicas depresivas.

2.- Indirectamente usted ayudara a otros pacientes al contribuir en el conocimiento sobre la naturaleza y evolucién del

TLP, asi como incrementar la informacion sobre el trasfondo biolégico asociado a la EMTr.

Mujeres con Posibilidad de Embarazarse: Las sesiones de EMTr podrian involucrar riesgo en caso de embarazo, por lo

que si usted es mujer con la capacidad de embarazarse, debera estar de acuerdo en prevenir el embarazo si usted decide
aceptar la EMTr. Todas las pacientes fértiles, sexualmente activas deberan estar de acuerdo en usar una forma efectiva
de control de natalidad, el costo del método de control de natalidad deberéa ser cubierto por usted. Si planea embarazarse
durante el curso del estudio o se encuentra embarazada o lactando, no debera participar en este estudio. Esto se hace

por su seguridad, ya que la exposicion a los medicamentos que podrian llegar a utilizarse para el tratamiento del TLP, asi
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como la estimulacion magnética podria involucrar riesgos no previstos para usted o el embrién en caso de que se llegue a

embarazar.

Confidencialidad: Toda la informacidn clinica sera manejada por medio de codigos que hacen imposible su identificacion
por nombre completo. La informacion que incluya su nombre, direccion u otros datos personales solo seré registrada en el
expediente del protocolo de investigacion, el cual solo serd consultado por los investigadores involucrados en el estudio.
La informacién seré guardada por un periodo maximo de cinco afios. Si los resultados de esta investigacion fueran
presentados en articulos cientificos, congresos o reuniones médicas y cientificas, su identidad no sera revelada. En caso
de que los estudios o las evaluaciones llevadas a cabo durante el estudio, muestren hallazgos que se consideren de
importancia para la evolucion y/o tratamiento del cuadro clinico, se solicitara su autorizacién para ser comunicados a su

médico tratante.

Riesgos y molestias: Debido a que la estimulacion magnética puede inducir crisis convulsivas en aquellas personas que
las han presentado previamente o que tienen riesgo de presentarlas; para que usted pueda ser incluido(a) en este
estudio, se solicitara de forma indispensable que cuente con un EEG normal. Asimismo la EMTr puede ser dafiina para
las personas que portan objetos metélicos en la cabeza (como clipajes, placas, tornillos), en los ojos o en el cerebro
(como esquirlas). También para personas con marcapaso o electrodos cardiacos. Si usted se encuentra en alguna de

estas situaciones, por favor informe a su médico.

Eventos adversos: En caso de presentar cualquier evento no esperado (malestares, molestias o enfermedades) en el
tiempo que dure este estudio, debera comunicarlo al médico cuanto antes. Todos los eventos adversos relacionados o no

con este tratamiento seran registrados y reportados al comité de ética de este instituto.

Participacion Voluntaria / Suspension de la Participacion: Su participacion en este estudio es voluntaria. Puede rehusarse

a participar o suspender su participacion en el estudio en cualquier momento. Por otro lado, si los médicos consideran
que continuar en el estudio no es la mejor alternativa para su tratamiento clinico, sera retirado del estudio en ese
momento. Se le informara acerca de cualquier hallazgo significativo que surja durante el curso de esta investigacion que
pueda estar relacionado con su deseo de seguir formando parte del estudio. En caso de que usted no deseé participar no

se le negaré el cuidado médico que requiera.
CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido la carta de consentimiento informado y entiendo de qué se trata el estudio. He hablado directamente con
el responsable del estudio y ha contestado todas mis preguntas en términos que he podido entender. Puedo
hacer cualquier pregunta en cualquier momento de la investigacion. Recibi una copia de esta hoja de

informacion.
ACEPTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.

Entiendo que puedo suspender mi participacion en el estudio en cualquier momento sin que esto tenga
consecuencias en mi relacion con la institucion. Mi identidad no sera revelada en ninguna referencia del estudio o

sus resultados. Ademas, recibi una copia de la carta de consentimiento.

Si tengo dudas o requiero informacién adicional respecto al estudio, puedo comunicarme con el Dr. Francisco Javier
Vegas Rodriguez (tel. 4160-5372), consultorio nimero 7 del modulo C del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la
Fuente; o con el Dr. Jorge Julio Gonzélez Olvera (tel. 4160-5349) 5352.
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México D.F. a del mes de del afio

Paciente (Nombre): Firma:
Testigo 1: Firma:
Testigo 2: Firma:
Investigador Principal Firma:

En caso de encontrar hallazgos durante los estudios o la realizacion del protocolo y que sean importancia para la

evolucion y/o tratamiento del cuadro clinico, autorizo al investigador a informar a mi medico tratante de dichos hallazgos

Si No

En caso de suspender mi colaboracion, autorizo que sigan utilizando mi informacién hasta que concluya la investigacion:

Si No

Paciente (Nombre): Firma:
Carta de consentimiento informado para el resguardo de muestras biolégicas
Titulo del proyecto:

Estimulacién Magnética Transcraneal Repetitiva en trastorno limite de la
personalidad: Efectos sobre las variables clinicas y los procesos de inhibicién, flexibilidad

cognitiva y cognicidén social.
Titulo del addendum:

Cambios en la expresién proteica inducidos por la estimulacién magnética
transcraneal en las células del epitelio olfatorio de pacientes con diagnéstico de Trastorno

Limite de Personalidad valorados con microarreglos.

El epitelio olfatorio es considerado como una fuente de células madre/precursoras que
cuando se obtienen y se mantienen in vitro se pueden evaluar algunas alteraciones que se

presentan en la generacién de neuronas en padecimientos neuropsiquidtricos.

En caso de que usted consienta el resguardo de su muestra de células del epitelio olfatorio,
es importante que sepa que ésta muestra sera codificada con nimeros que no hacen

posible la identificacién del participante. El c6digo numérico sélo sera registrado en los
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formatos de investigacién que estaran bajo resguardo del Dr. Jorge Julio Gonzalez Olvera

quién es el responsable del proyecto.

También es importante que usted sepa que si los resultados de esta investigacién son

presentados en algin foro su identidad no sera revelada.

En caso de aceptar el resguardo del material biolégico, esté serd guardado por un periodo
de 5 afios, en caso de requerir la utilizacién del mismo posterior a este tiempo se solicitara
su autorizacién en el momento correspondiente. En caso de que usted no quiera que su
muestra quede almacenada, esta sera destruida al concluir el andlisis; sin que se vea

afectada la atenciéon médica que recibe en la Institucion.

Si tiene alguna duda favor de comunicarse al teléfono: 41605343 con el doctor Jorge Julio

Gonzalez Olvera.

Estoy de acuerdo en que la muestra del epitelio olfatorio sea almacenada en el laboratorio
de Neurogénesis de la Subdireccion de Investigaciénes Clinicas durante 5 afios y que sélo

sea utilizada para estudios relacionados con este proyecto.

[ IS [ INO

Firma del participante:

Fecha:

76



	Portada
	Índice
	Marco Teórico
	Planteamiento del Problema
	Justificación    Hipótesis
	Materiales y Métodos
	Aspectos Éticos, Financieros y de Bioseguridad    Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Limitaciones
	Futuras Perspectivas
	Referencias
	Anexos



