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RESUMEN.

La estimulacién magnética transcraneal repetitiva (EMTr) es una técnica no invasiva que puede
generar diversos efectos en el cerebro, desde regular la neuroplasticidad hasta inducir cambios
en la excitabilidad neuronal. Las propiedades de esta técnica han permitido que sea considerada
como tratamiento alternativo a la depresion. Existen trabajos en humanos que indican el uso
terapéutico de la EMTr a diferentes frecuencias, siendo las mas utilizadas 10, 15y 20 Hz, aunque
también se han reportado efectos positivos empleando EMTr a 5 Hz, con la ventaja de que esta
frecuencia disminuye los efectos colaterales que esta técnica puede llegar a causar, tales como
dolores de cabeza y molestias durante la aplicacién. En relacidon con el protocolo de 5 Hz, existe
muy poca evidencia preclinica sobre la capacidad de esta frecuencia para revertir las conductas
tipo depresivos en roedores. Considerando esto y que existe evidencia que los factores genéticos
como el tipo de cepa, influyen a la respuesta a los tratamientos antidepresivos en modelos
animales de depresion, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antidepresivo de la EMTr
(5 Hz) en ratones de las cepas Balb/C y Swiss Webster, asi como comparar dicho efecto entre
estas dos cepas. Tanto los ratones Balb/C como Swiss Webstern, fueron sometidos al protocolo
de estrés cronico impredecible (ECI) durante ocho semanas, a partir de la cuarta semana se inicié
el tratamiento con EMTr (5 Hz), Fluoxetina (FlIx; 10 mg/Kg) y la combinacion de ambos (EMTr+FIx)
durante cuatro semanas. Posteriormente, se aplic6 una bateria de pruebas conductuales
(Evaluacién del estado de pelaje, rotarod, acicalamiento artificial y nado forzado) para medir el
efecto de los tratamientos sobre la presencia de conductas tipo depresivas. Los resultados
obtenidos indican que la exposicion al ECI genera conductas tipo depresivas (deterioro en el
estado de pelaje, retardo psicomotor, anhedonia y desesperanza) las cuales fueron disminuidas
por la ETMr y la FIx. En este estudio concluimos que la EMTr y la FIx revierten las conductas tipo

depresivas generadas por el ECI tanto en la cepa de ratones Balb/C como en la Swiss Webster.



ABSTRACT.

Repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) is a non-invasive technique that can generate
effects in the brain, from neuroplasticity to induce changes in neuronal excitability. The properties
of this technique have allowed the sea to be considered as an alternative treatment to depression.
There are investigations in humans that indicate the therapeutic use of rTMS at different
frequencies, the most commonly used being 10, 15 and 20 Hz, although positive effects have also
been reported that use rTMS at 5 Hz, with the advantage that this frequency decreases collateral
effects that can cause, such as headaches and discomfort during of application. In relation to the
5 Hz protocol, there is few preclinical evidence about the ability of this frequency to reverse
depressive like-behaviors in rodents. Considering that there is evidence that genetic factors such
as the type of strain, influences the response to antidepressant treatments in animal models of
depression, the objective of this work was to evaluate the antidepressant effect of rTMS (5 Hz) in
mice of the Balb/C and Swiss Webster strains, as well as the comparison of the effect between
these two strains. Both the Balb/C and Swiss Webstern mice were subjected to the chronic
unpredictable stress protocol (CUS) for eight weeks, starting from the fourth week, treatment with
rTMS (5 Hz), Fluoxetine (FIx, 10 mg / kg) and the combination of both (EMTr + FIx) during four
weeks. Subsequently, a battery of behavioral tests was applied to measure the effect of the
treatments on the presence of depressive-like behaviors. The results indicate that the exposure
to the CUS generates depressive-like behaviors (coat state deterioration, psychomotor
retardation, anhedonia and hopelessness) which were diminished by the rTMS and the FIx. In this
study we conclude that rTMS and FIx revert the depressive-like behaviors generated by the CUS
both in the Balb/C and Swiss Webster mice.



AGRADECIMIENTOS

“El futuro pertenece a quienes creen en la belleza de sus suefios” (Eleanor Rosvelt).

Tomare las siguientes lineas como un foro para expresar toda la gratitud que siento hacia todas
aquellas personas, que han sido parte fundamental en mi camino personal y académico para la
culminacion de esta meta. En primera instancia doy las gracias a mis padres, a mi madre por
creer incondicionalmente en mi, por siempre recibirme con un abrazo y un plato de sopa cada
vez que volvia al hogar, por cobijarme tantas veces con su calidez y su nobleza y por ser un pilar
en mi formaciéon humana; a mi padre por su apoyo tanto moral y econémico, por confiar en mi
capacidad para lograr mis suefios y por ser un vivo ejemplo de disciplina y trabajo, a mis
hermanas Esmeralda y Eva por compartirme de ellas, por ensefiarme el valor de la humildad y
siempre ser un hombro donde apoyarme cuando el camino es cansado. Mi familia ha sido un gran
motor para mi, sin embargo, indudablemente, este logro no hubiese sido posible sin la tutoria,
apoyo Yy orientacion del Dr. Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez, loable ser humano, gran lider
y excelente cientifico, que ademas de guiarme de manera congruente y apasionada en el camino
de la ciencia, ha representado en mi un claro ejemplo de la alta calidad de la ciencia que se hace
en México; de igual manera, agradezco a mis sinodales, el Dr. Daniel Reyes Haro y al Dr.
Gonzales Olvera Jorge Julio, quienes fungieron un papel clave en el planteamiento y el desarrollo
del proyecto y los cuales me compartieron su juicio critico y su gran experiencia en la
investigacion. Siendo piezas claves en mi formacién, también requiero agradecer profundamente
al Quimico Leonardo Ortiz Lopez, por compartirme tantas ensefianzas, muchas de ellas
aprendizajes de ciencia, muchas de ellas aprendizajes de vida, de igual manera expreso mi
sincera gratitud a la Dra, Edith Araceli Cabrera, quien, con su tenacidad e inteligencia, me ensefio
con el ejemplo la importancia de luchar con perseverancia y pasion por tus metas. De igual
manera agradezco a mis companeros de laboratorio (Andrea, Cesar, Ana, Lizeth, Enrique, Carla,
Betsa, Reina, Diana y el Sr. Arturo) por ser un gran equipo de trabajo, buenos amigos e

interesantes ponentes en aquellas incontables tardes de filosofia y reflexion.

Por otro lado, me es indispensable mencionar el apoyo de mis amigos mas cercanos, que han



sido testigos de diferentes etapas de mi vida, y que, sin duda en esta, no es la excepcién. Gracias
Vero (lealtad), Oliver (inteligencia), Luis (irreverencia), Memo (serenidad), Ferchis (confianza) y
Fernando (humildad) por seguir formando parte de mi vida y por las aventuras juntos. En igual
grado me encuentro infinitamente agradecido con Nancy, que es estandarte, ejemplo de vida,
inspiracién y apoyo, gracias por la paciencia, amor y apoyo incondicional. Agradezco, de igual
manera, a mis compafieros de Jornada, un movimiento de mentes inconformes, rebeldes y
creadoras que, a lo largo de mucho tiempo, han alimentado mi esperanza y humanidad, asi como
también, quiero dedicar unas breves palabras a la Sra. Rosalinda, a Ixchel y a Itseni, quienes me
apoyaron en muchos sentidos, y que desde que llegue a su hogar, me abrieron las puertas de su
corazon. Finalmente, quiero reconocer en estas ultimas lineas, de forma simbdlica y con todo el
respeto que segun mi pensamiento merece, a todos aquellos animales de laboratorio que, por el
avance de la ciencia y el bienestar humano, fueron eutanizados, para un fin mayor. Agradezco y
hago una profunda reflexién al respecto, y no me queda mas que poner al servicio de la sociedad
mi labor, que, con amor y pasion, ejerzo. Gracias por la oportunidad, por creer en mi, ahora me
corresponde seguir con mi camino, marchar con mas firmeza ante la adversidad y devolver con

resultados todo aquello que la nacién me dio. Muchas gracias.

Agradecimientos especiales:

e El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, por el apoyo econémico en todo este tiempo
de mi formacién.
Becario No: 773861

¢ Al Instituto de Neurobiologia, por ser la sede principal del posgrado y apoyar siempre al

desarrollo de las Neurociencias en México.

e Alafacultad de Psicologia, UNAM, por ser mi sede local durante mi Maestria, y a la UNAM

en general por ser mi Alma Mater en toda mi vida académica.

¢ Al Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muniz (INPRFM), por permitirme

elaborar mi proyecto de investigacion dentro de sus prestigiados laboratorios.



l. INTRODUCCION.

1. Depresion.

1.1 Sintomas y generalidades de la depresion.

La depresién es uno de los trastornos afectivos mas comunes, se caracteriza por la falta de
interés en actividades cotidianas, alteraciones en la alimentacién y el suefio, anhedonia,
sentimientos de culpa e inutilidad, formacion de pensamientos suicidas, pérdida de peso y libido,
poca reactividad emocional, retardo motor y escasez de energia. Tales sintomas deben de
presentarse en el sujeto por un periodo minimo de dos semanas para que se pueda diagnosticar
como depresiéon (World Health Organization 1992). Esta enfermedad es aproximadamente dos
veces mas comun en mujeres que en hombres y es mas frecuente entre los 15 y 29 afios de
edad, aunque algunos estudios sugieren que la edad de inicio de este padecimiento esta
disminuyendo en cohortes recientes, llegandose a presentar asi, en nifios y adolescentes
(Benjet, Psicol, and Borges 2004). Este padecimiento puede volverse cronico y alterar
significativamente las habilidades de autocuidado del individuo, y en los casos mas graves,

puede llevar al suicidio (Wan 2012).

Por otro lado, se calcula que actualmente la depresion afecta a cerca de 300 millones de
personas a nivel mundial, y que para el aiio 2020, ocupara el primer lugar como carga de
enfermedad en paises en vias de desarrollo, y el segundo, en paises de primer mundo (Benjet,
Psicol, and Borges 2004). En México, se calcula que cerca del 2.0% de los mexicanos han
padecido depresion en algun momento de sus vida, con un promedio de siete episodios, durante
los cuales no reciben el tratamiento adecuado (Kohn et al. 2005), teniendo como consecuencia
el aumento en el numero de dias vividos con discapacidad y la disminucion en su productividad

laboral (Borges y Survey 2007).
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1.2 Factores genéticos y ambientales que influyen en el desarrollo de la depresion.

La depresién es una enfermedad multifactorial, sin una causa unica aparente, al contrario, esta
parece ser el resultado de la combinacion de una serie de factores genéticos, ambientales y
psicosociales que predisponen al desarrollo de esta enfermedad. La condicién genética es un
componente importante ya que este trastorno tiene un alto grado de heredabilidad, de un
cuarenta hasta un cincuenta por ciento (Malhi, Moore, y McGuffin 2000) y una frecuencia tipica
constante del 8 al 12 % en todos los paises del mundo, sin importar su nivel socioeconémico
(Layard 2006). Si bien, los genes no son responsables directos de esta enfermedad, si
participan en la predisposicion a desarrollarla. Actualmente se han identificado distintos genes
cuya expresion esta alterada en muchos pacientes con depresion, tales como son el gen del
transportador de Serotonina SHTT/SLC6A4 y el gen del receptor de Serotonina 5HT 2A (Fa
2002), ademas del polimorfismo Val66Met del gen del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF, por sus siglas en inglés) y el gen de la isoforma TPH2 de la hidroxilasa del triptofano
(Malhi, Moore, y McGuffin 2000). Sin embargo, es importante mencionar que la susceptibilidad
a la enfermedad también depende del fenotipo, el estilo de vida y las diferencias individuales
generadas por distintos factores ambientales. Dentro de estos factores ambientales que elevan
el riesgo de desarrollar un episodio depresivo, destacan la vivencia de eventos traumaticos, la
pérdida de un familiar, violencia constante, abuso infantil, abandono materno/paterno,

infecciones virales, lesiones cerebrales y exposicion crénica al estrés.(Nestler et al. 2002).

1.3 Estrés y depresion.

El estrés puede ser definido como una respuesta bioldgica y/o psicolégica no especifica, que
generan todos los organismos frente a las demandas y presiones del medio ambiente
(estresores) para conservar la homeostasis y adaptarse a los cambios del entorno. Cuando el
estrés es breve y controlable, este tiene efectos positivos en el organismo (eustres). Mientras
que, cuando el estrés provoca una mala respuesta adaptativa (distrés) generada por la
exposicion intensa e incontrolable de distintos estresores, este produce efectos negativos en la

salud. (Subiabre 2012). Tales como el aumento en la propension al desarrollo de padecimientos
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psiquiatricos, como la depresion. Frecuentemente la depresion es descrita como un trastorno
relacionado con el estrés dado que muchos de los episodios depresivos suelen ocurrir en
presencia de algun tipo de estresor, aunque el estrés, per se, no es la causa directa de esta
enfermedad (Nestler et al. 2002)..Por otro lado, existe evidencia clinica que demuestra que el
sistema de regulacién neuroendocrino a la respuesta de estrés (el sistema Hipotalamico-
Hipofisis-Glandula adrenal, también conocido como eje HHA), se encuentra alterado en
pacientes con depresion. Presentandose en muchos casos de ellos una hipersecrecion de
glucocorticoides la cual, durante periodos prolongados, puede generar una disminucion en la
neurogénesis y producir la perdida de neuronas piramidales en el hipocampo, fenédmeno que
puede estar asociado con la presencia de sintomas depresivos en estas personas (Cordero
Andrey, Trias y Jaime, 2009). Por otro lado, diversos estudios en animales de laboratorio han
dado evidencia de que la exposicion continua a diversos estresores genera conductas “tipo
depresivas” en estos organismos (anhedonia, disminucion en la conducta sexual, poca actividad
motora, cambios en los patrones de suefio y aumento o disminucién de peso). Con base a ello,
existen diversos protocolos de estrés que permiten generar modelos animales de depresion
para poder estudiar a detalle los mecanismos celulares y moleculares asociados a la

patogénesis, desarrollo y tratamiento de esta enfermedad.

1.4. Modelos animales de depresion.

Idealmente para que un modelo animal pueda ser considerado como tal, debe de cumplir con
los siguientes criterios de validez: a) criterio de apariencia, el cual indica que el modelo es capaz
de mimetizar la fisiopatologia y fenomenologia de la enfermedad en cuestion, b) criterio de
constructo, que sefala que las hipotesis que explican un trastorno también pueden servir como
fundamento al modelo, y c) criterio de predictividad, que muestra que el modelo responde al
tratamiento de manera similar a como ocurre en individuos con la enfermedad (Belzung vy
Lemoine 2011). Dada la complejidad y heterogeneidad en la etiologia de la depresion, es dificil
reproducir en animales de laboratorio determinados sintomas de esta patologia, tales como son
la presencia de sentimientos de culpa y de tristeza, asi como la recurrencia de pensamientos

suicidas. Sin embargo, cabe resaltar que no es necesario que un modelo de depresion
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reproduzca todas las alteraciones conductuales encontradas en este trastorno, dado que los
pacientes no siempre manifiestan todo el cuadro clinico, ademas de que la mayoria de los
modelos de depresion reproducen los sintomas diacriticos de esta enfermedad, tales como lo
son la anhedonia (perdida de interés en estimulos placenteros) y la desesperanza (falta de

voluntad o apatia) (Yan et al. 2010).
Entre los principales modelos de depresion inducidos por estrés se encuentran:

a) El modelo de desesperanza aprendida, el modelo de derrota social y el modelo de estrés
cronico impredecible. El modelo de desesperanza aprendida consiste en la exposicion
repetida de un evento traumatico insuperable, tal como puede ser la prueba de nado
forzado o la aplicacion de shocks eléctricos, a roedores para inducir una desesperanza
continua (Meier. 1984). Por su lado, el modelo de derrota social, se basa en el desarrollo
de conductas tipo depresivas a través de la exposicion a estrés social inducido por el
confrontamiento entre individuos de distintas jerarquias (Riggs et al. 2014), mientras que,
el modelo de estrés cronico impredecible consiste en la aplicacion de diversos estresores
de distinta naturaleza y duracion de forma impredecible para reproducir algunos sintomas

de pacientes con depresion, en roedores (Yan et al. 2010).

1.4.1 Modelo de estrés cronico impredecible.

El modelo de estrés cronico impredecible fue propuesto por primera vez por Katz (1982) y
desarrollado por Papp y Willner en los afios noventa. (Nollet, Le Guisquet, y Belzung 2013).
Este modelo reproduce las principales alteraciones conductuales de la depresién (Anhedonia y
apatia), asi como también induce algunas alteraciones fisiolégicas presentes en las personas
deprimidas, tales como el aumento en los niveles de corticosterona en plasma (Vega-Rivera et
al. 2016), disminucion en la neurogénesis hipocampal (Alonso et al. 2004) y disfuncion del eje
hipotalamo-pituitario-adrenal (Zhao et al. 2018). Ademas de que tiene la ventaja sobre otros
modelos, de reproducir la condicidon clinica del tratamiento farmacoldgico, ya que la
administracion crénica, pero no aguda, de disminuye las conductas tipo depresivas generadas

en este modelo (Nollet, Le Guisquet, y Belzung 2013). De tal modo que el modelo de estrés
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cronico impredecible, es uno de los mas usados para generar conductas depresivas en modelos

animales y estudiar el efecto de distintos tratamientos antidepresivos (Willner 2016).

1.5. Tratamientos convencionales de la depresion.

Para disminuir los sintomas de la depresidén se han establecido diversas estrategias
terapéuticas, dentro de las que convencionalmente se encuentran la psicoterapia, la terapia

electroconvulsiva y la farmacoterapia.

a) Psicoterapia:

Existe una gran variedad de técnicas empleadas en la psicoterapia para tratar la depresion,
siendo la terapia cognitivo conductual la mas utilizada y con mejores resultados, no obstante,
existen estudios que indican que su efectividad es limitada cuando no se aplica en conjunto

con la terapia farmacolodgica (Little 2009).

b) Terapia electroconvulsiva:

La terapia electroconvulsiva ha demostrado ser eficiente para tratar la depresion severa, y
en muchos casos es el método mas usado para tratar la depresion psicotica, sin embargo,
este tipo de estimulacion tiene el inconveniente de producir alteraciones en la memoria
(amnesia anterégrada o retrograda) que pueden durar desde semanas hasta meses
(Schulze-Rauschenbach 2005).

c) Farmacoterapia:

El empleo de farmacos es el método mas convencional para aminorar o eliminar los
sintomas de la depresion. Estos farmacos pueden clasificarse en distintos grupos de
antidepresivos tales como los inhibidores de la mono amino oxidasa (IMAOs), los inhibidores
selectivos de la recaptura de Serotonina (ISRS) y norepinefrina (INSR), los antidepresivos
triciclicos (TCAs) y la tri-yodotironina (T3) (Little 2009). A pesar de la eficiencia antidepresiva
de estos farmacos muchos de ellos producen distintos efectos secundarios, tales como

aumento de peso, hipo e hipertension, problemas cardiovasculares, nauseas, sedacion etc
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(Hansen et al. 2005) aunando a que el efecto antidepresivo de estos farmacos tarda en
observarse en un promedio de entre tres y seis semanas. Ademas, de que entre una y dos
terceras partes de los pacientes pueden no responder al primer farmaco antidepresivo
prescrito y que esta parte de la poblacion es propensa a generar depresion resistente a
farmacos (Little 2009): En este sentido, una alternativa efectiva al tratamiento farmacoldgico

de la depresidn es la estimulacion magnética transcraneal (EMT).

2. Estimulacién magnética transcraneal (EMT).

2.1 Caracteristicas y modalidades de la EMT.

La EMT es un método indirecto, no invasivo, que es usado para inducir cambios en la
excitabilidad nerviosa. Esta técnica esta basada en el principio fisico propuesto por Michael
Faraday en 1831 sobre la radiacion electromagnética (Ridding y Rothwell 2007). Con base en
esto, se produce un pulso electromagnético generado por bobinas, el cual es capaz de atravesar
el cuero cabelludo y el craneo, para estimular o inhibir distintas areas del cerebro (Fig. 1)
(Klomjai, Katz, y Vallée 2015).
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Fig. 1. Principio basico de la EMTr. A. Cada pulso de la EMTr produce una corriente eléctrica en el cerebro la cual es capaz
de estimular los nervios corticales. EI campo magnético decae rapidamente con base a la distancia de la bobina. B. El empleo
de bobinas “en forma de ocho” permite focalizar moderadamente el pulso ya que cada “bucle circular genera una corriente que
al momento de interaccionar con esa configuracion intensifica la corriente en el punto medio de la bobina (Modificada de Ridding
y Rorhwell, 2007).

Esta técnica ofrece la posibilidad de inducir cambios neuroplasticos, asi como producir
neuromodulacion y regular la excitabilidad del tejido nervioso sin la necesidad de producir algun
tipo de lesion que deje expuesto al cerebro. Sin embargo también tiene dos importantes
limitaciones, la primera es que el campo magnético decae rapidamente con la distancia a la que
se encuentra la superficie de la bobina, lo cual genera que si se requiere estimular partes
profundas del cerebro se tenga que aumentar la intensidad del campo magnético, produciendo
una sobre estimulacion de la corteza en comparacion con las regiones profundas; la segunda
limitacion es que el sitio de estimulacion no es focal, por lo que se han disefiado distintos
modelos de bobinas que aminoran este efecto (Fig. 1 B) (Thielscher y Kammer 2004) aunado
al acompafiamiento con neuronavegadores en la EMTr, para mejorar la precision de las

regiones a estimular.
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La aplicacién de la EMT involucra la configuracion de distintos parametros acerca de las
caracteristicas del pulso a utilizar, estas caracteristicas son la intensidad, el ritmo, el tiempo
entre pulsos, la duracion de la sesion, el tiempo entre sesiones, el tipo de EMT vy la frecuencia.
Respecto a este ultimo parametro, la EMT puede ser definida de “baja frecuencia (<1 Hz) o de
“alta frecuencia” (>1 Hz). Convencionalmente, en experimentos con animales de laboratorio, se
utilizan frecuencias de 0.3 a 1 Hz como estimulacion de baja frecuencia y de 5 a 20 Hz como
de alta frecuencia. La importancia de este parametro en la configuracion de la EMT radica en
su poder modulador de la excitabilidad neuronal. De esta manera, las bajas frecuencias inducen
un efecto inhibidor, mientras que las altas frecuencias desencadenan un efecto excitador. De
igual manera, se ha demostrado que la duracién de dichos efectos depende en gran medida del
numero de pulsos aplicados (Abraham 2003) Por otro lado, existen diferentes modalidades de
la EMT de acuerdo con la forma en como se aplican los pulsos electromagnéticos, estos tipos

de estimulacién son las siguientes:

a) EMT simple (EMTs): caracterizada por la descarga de un unico pulso electromagnético

sobre la corteza cerebral.

b) EMT de pulsos pareados (EPP): aplicacion de dos pulsos seguidos los cuales pueden

poseer las mismas o diferentes caracteristicas.
c¢) Estimulacién asociativa pareada (EAP): aplicacion de dos pulsos de diferentes energias.
d) Estimulaciéon mediante cuadripulsos (ECP): Se generan cuatro pulsos de las mismas
caracteristicas, y que esta basada en la hipotesis de que el numero de pulsos por sesidn

es un factor importante para su efecto.

e) EMT “theta burst” (ETB): Consiste en la aplicaciéon de rafagas repetidas de estimulos

electromagnéticos de alta o baja frecuencia.
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f) EMT repetitiva (EMTr): caracterizada por la emisidon de varios pulsos de una intensidad

determinada por unidad de tiempo definida como tren.

La EMTr genera pulsos cortos y repetidos que pueden producir efectos mas prolongados en el
cerebro que los pulsos unicos de otras modalidades de la EMT (Ridding y Rothwell 2007). Es
por lo que este tipo de estimulacion es una de las mas utilizadas tanto en la investigacién como
en la clinica, en especial en el tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos, tales como la

depresion.

2.2 EMTr como tratamiento antidepresivo.

La EMTr ha sido aceptada ampliamente como tratamiento antidepresivo, no solo por su eficacia,
sino también por la seguridad que brinda y por los pocos, o nulos efectos secundarios que
puede llegar a causar, en comparacion a los generados por la toma de medicamentos y por la

estimulacioén electroconvulsiva (George et al. 2000b)(Schulze-Rauschenbach 2005).

Existen diversos estudios en humanos que respaldan la eficiencia de la EMTr como intervencion
terapéutica para la depresion (Loo y Mitchell 2005), (Brunelin et al. 2007) de tal modo que desde
el afio 2008 la agencia de alimentos y medicinas de Estados Unidos (FDA; por sus siglas en

inglés) aprobd su uso oficial como tratamiento antidepresivo en todo el mundo (FDA 2011).

Por otro lado, la mayoria de los ensayos clinicos han establecido que la aplicacion de
frecuencias por encima de 1 Hz sobre la corteza prefrontal dorsolateral (CPFDL) izquierda tiene
efectos antidepresivos (Brunelin et al. 2007).. En la mayoria de los estudios publicados, tanto a
nivel clinico como en animales de laboratorio, las frecuencias empleadas mas comunmente han
sido las de 10, 15 y 20 Hz (George et al. 2000a), (Magavi, Reti, y Vasa 2017), aunque en
general, estimulos menores a esta frecuencia, como son los pulsos de 5 Hz, han demostrado
efectos terapéuticos, con la ventaja de que reducen las molestias durante la aplicacién y los
dolores de cabeza que pueden llegar a presentarse después de la estimulacion (Wassermann
1998).
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2.3 Eficiencia de la EMTr a 5 Hz.

La investigacion referente al efecto antidepresivo de la EMTr a 5 Hz aun es escasa en
comparacion con los estudios realizados con EMTr a frecuencias mas altas. Sin embargo,
existen algunos trabajos con humanos, que reportan que la aplicacion de EMTr a 5 Hz en la
CPFDLI disminuye los sintomas en pacientes con depresion en una poblacion mexicana, y que
esta mejoria se puede mantener hasta tres meses después del inicio del tratamiento (Armas-
Castafieda et al. 2015), por otro lado existen algunos trabajos que demuestran que la frecuencia
de 5Hz tiene la misma eficiencia que otros protocolos de estimulacion, tal como lo indica Noah
y colaboradores en el 2015, quienes sefialan que la EMTr a 5 Hz en la corteza prefrontal
izquierda (CPFI) tiene el mismo efecto antidepresivo y ansiolitico que la frecuencia de 10 Hz
(Philip et al. 2015), asi como también lo reporta Mark y su equipo de trabajo en el 2000, pero
comparando los protocolos de 5 y 20 Hz, los cuales disminuyen significativamente los sintomas
en pacientes con depresidn mayor a comparacion de pacientes “Sham”, pero sin diferencias
significativas entre el efecto antidepresivo de los dos protocolos de estimulacion (George et al.
2000a). En cuanto a investigaciones con animales de laboratorio, Peng y su equipo de trabajo
en el 2017, reportan que la aplicacion de EMTr a 5 Hz en la CPF de ratas Sprague-Dawley
sometidas a estrés, disminuye la desesperanza y la anhedonia en este modelo de depresién, y
que este efecto antidepresivo puede estar asociado a la inhibicién de la expresidon de las
proteinas Sirtuina 1 (Sirt1) y la oxidasa de monoamina A (MAO-A) en astrocitos de la CPF (Peng
et al. 2018).

Por otro lado, a pesar de que no se conocen con claridad como actua la EMTr en el cerebro, se
ha sugerido que el efecto antidepresivo de esta intervencion terapéutica esta asociado con
diferentes fendmenos, tales como la liberacién de neurotransmisores, la eficiencia sinaptica, la
activacion de vias de sefalizacion, cambios neuroplasticos y la expresion de genes
(Chervyakov et al. 2015).
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2.4 Efectos celulares y moleculares de la EMTr.

a) Efecto de la EMTr en la neuroplasticidad.

Se sabe que la EMTr induce distintos cambios en la neuroplasticidad, especificamente se ha
reportado su efecto sobre la potenciacion y depresion a largo plazo (LTP y LTD
respectivamente), la dendritogénesis y la neurogénesis, en cuanto a esta ultima, existen
diversos estudios que indican que la EMTr induce la formacion de nuevas neuronas en el
hipocampo, tanto en condiciones fisiolégicas (Ueyama et al. 2011) como en enfermedades
psiquiatricas y bajo condiciones de estrés, (Chen et al. 2015), ademas de incrementar los
niveles de proliferacion celular asi como los niveles de BNDF con estimulos de alta frecuencia
(10-15 Hz) (Feng et al. 2012). Respecto a la LTP y LTD, existen estudios que demuestran que
pulsos de 10 Hz produce LTP, y que esto esta asociado con el efecto antidepresivo de la EMTr
(Kim et al. 2006) Mientras que otros estudios indican que la estimulacion con 0.25 Hz disminuye
la LTP, pero aumenta la LTD en la corteza de los sujetos estimulados (Jung y Ziemann 2009).
En cuanto a la dendritogénesis y sinaptogénesis, se ha observado que la EMTr a 10 Hz induce
el crecimiento y remodelacion de las espinas dendriticas, asi como un aumento en la cantidad
de contactos sinapticos, mientras que la EMTr a 1 Hz produce el efecto contrario (Chervyakov
et al. 2015).

b) Efecto de la EMTr en los sistemas de neurotransmisores.

La EMTr puede modificar el patron de liberacién de distintos neurotransmisores, entre ellos, uno
de los mas importantes recientemente identificado es la dopamina, la cual aumenta su liberacién
en distintos nucleos cerebrales, especialmente cuando se estimula la corteza frontal (Kuroda et
al. 2006). De igual manera la estimulacién a 0.5 Hz modifica los niveles de GABA y Glutamato
en el hipocampo y nucleo estriado. Otro de los sistemas de neurotransmisores afectados por la
EMTr es el serotoninérgico, del cual se tiene evidencia que pulsos de 25 Hz en la corteza

prefrontal, aumentan la produccién de este neurotransmisor (Kurumaji, Umino, y Nishikawa
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2011), al igual de que pulsos de 15 Hz también modifica la sensibilidad de los receptores 5-
HT1A (Gur et al. 2004).

c) Efecto de la EMTr en la expresion y regulaciéon de genes.

La EMTr también genera efectos a nivel de expresion proteica, por ejemplo, se tiene reportado
que distintos protocolos de este tipo de estimulacién incrementan los niveles del ARN mensajero
(ARNmM) que codifica para la proteina c-fos en el tdlamo y en la corteza prefrontal (Chervyakov
et al. 2015), ademas estudios en animales de laboratorio también indican que la EMTr aumenta
los niveles de ARNm de genes que se han relacionado con el ciclo circadiano, como la
Calmodulina cinasa Il (CaMK2) y la Caseina cinasa 1¢ (CK-1 €), mientras que disminuye los
niveles del ARNm del receptor de DA D2 (lkeda et al. 2013). Aunando que, a nivel proteico, se
ha encontrado que la EMTr aumenta la expresion de las proteinas hidroxilasa de tirosina y la
proteina nuclear NeuN en la substancia nigra (Chervyakov et al. 2015)

3. Influencia de los factores genéticos en el efecto antidepresivo de la EMTTr.

3.1 Polimorfismos asociados a la respuesta del tratamiento con EMTr en pacientes con

depresion.

Por otro lado, también es importante considerar que la eficiencia al tratamiento con EMTr o con
farmacos antidepresivos puede estar ligada a diferencias en la expresion de genes. En ese
sentido, algunos estudios hechos en humanos han revelado que existe una correlacion entre la
respuesta al tratamiento con EMTr y la presencia de distintos polimorfismos en pacientes
diagnosticados con depresion, tal como lo sugiere el trabajo realizado por Zanardi y
colaboradores en el 2007, en el cual se sefiala que la presencia del polimorfismo SERTPR del
transportador de Serotonina, mejora la respuesta al tratamiento con EMTr a 15 Hz (Zanardi et

al. 2007), al igual que también se ha reportado que la presencia del polimorfismo rs6295 del
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receptor de serotonina SHT1A aumenta la remision en pacientes con depresidon mayor y con
trastorno bipolar, tratados con EMTr a 20 Hz (Malaguti et al. 2011). Estos datos nos confirman
la relevancia de las diferencias genéticas individuales en la eficiencia de la EMTr como
tratamiento antidepresivo. A pesar de ello, no existen estudios a nivel preclinico con modelos
animales de depresion, que exploren el efecto del tipo de cepa y el fondo genético de estos
organismos, en la respuesta terapéutica de la EMTr a 5 Hz. Aunque si existen diversos estudios
que evaluan el efecto de estos parametros (tipo de cepa y fondo genético) en la respuesta a
otros tratamientos antidepresivos, como lo es el empleo de farmacos en distintos modelos de

depresion.

3.2 Influencia del fondo genético en la respuesta al tratamiento farmacolégico en

modelos murinos de depresion.

En el contexto del uso de animales de laboratorio, una cepa es una poblacion de individuos con
un determinado fondo genético (conjunto total de genes) y un fenotipo comun. En modelos
roedores para la investigacion biomédica, existen dos principales tipos de cepas: a) Cepas tipo
Inbred y b) Cepas tipo outbred. Las cepas inbred se caracterizan por ser cepas endogamicas
con individuos con poca variedad genética (98% lIsogenicidad), lo cual les permite ser un
excelente modelo para replicar datos y probar la respuesta a distintos tratamientos
experimentales (Casellas 2011). Mientras que, por el contrario, las cepas outbred presentan un
origen exogamico que les permite mantener una alta diversidad genética individual, por lo cual

son muy utilizadas para el establecimiento y estandarizacién de colonias (Chia et al. 2005).

Numerosos estudios realizados en distintos modelos murinos de depresiéon demuestran que el
genotipo propio de cada cepa de roedores es un factor determinante en la sensibilidad a
diferentes farmacos antidepresivos en estos modelos animales. Tal como lo reportaron Yalcin
y colaboradores en el 2008, quienes evaluaron el efecto de distintos farmacos tales como la
Imipramina (IMP), Desipramina (DMP), Maprotilina (MPT) y FIx, en la disminucién de conductas
tipo depresivas en ratones de las cepas Balb/C y Swiss Webster expuestos a ECI. Concluyendo
que la cepa Balb/C es mas sensible al estrés y a los distintos antidepresivos probados, a

comparacion de la cepa Swiss Webster (Yalcin, Belzung, y Surget 2008). Por otro lado, Deniss
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y su equipo de trabajo reportaron en el 2003, que existe una respuesta diferencial al tratamiento
antidepresivo con IMP, DMP, Citalopram (CTM), Paroxetina (Prx) y Bupropion (BUPR) en
ratones de distinto fondo genético, siendo la cepa Swiss la mas sensible al efecto antidepresivo
de la mayoria de los farmacos, a comparacion de las cepas NMRI, DBA/2 y C57BL/6JRj (David
et al. 2003). Finalmente, datos similares fueron publicados en un trabajo realizado por Lucki y
colaboradores en el 2001, en el cual empleando el modelo de nado forzado, concluyen que los
ratones de la cepa DBA/2J y la C57BL/6J son mas sensibles al efecto de la DPM, mientras que
la cepa Balb/Cj y la NIH Swiss son mas sensibles al efecto de la FiIx (Lucki, Dalvi, y Mayorga
2001). En conjunto, estos trabajos dan evidencia de que en tipo de cepa influye en la respuesta
a distintos farmacos antidepresivos en modelos animales de depresion, resaltando con ello, el
papel de las diferencias genéticas a nivel poblacional e individual, en la eficiencia a los

tratamientos antidepresivos.

Il. JUSTIFICACION.

La EMTr es una técnica no invasiva que puede generar diversos efectos en el cerebro, desde
inducir neuroplasticidad y neuromodulacion, hasta generar cambios en la actividad eléctrica de
las neuronas. Las propiedades de esta técnica la hacen una excelente candidata como
tratamiento alternativo a distintos trastornos neuropsiquiatricos, en especial en la depresion,
enfermedad en la cual los tratamientos convencionales pueden generan cierta resistencia y
numerosos efectos secundarios. Sin embargo, a pesar de ser una técnica que actualmente ya
esta aprobada mundialmente como tratamiento antidepresivo por la FDA, aun existen muchas
interrogantes alrededor de los mecanismos y efectos que esta tiene en el cerebro. Respecto a
ello, uno de los campos menos explorados en investigaciones con animales de laboratorio, es
la influencia de las diferencias genéticas en la respuesta al tratamiento antidepresivo con EMTr
a 5 Hz. Este planteamiento se genera con base a los trabajos previamente citados que
demuestran que la respuesta al tratamiento farmacoldgico se ve influida por el genotipo propio
de cada cepa, y por la evidencia clinica que sefala que la presencia de ciertos polimorfismos
en determinadas poblaciones de pacientes con depresion, pueden mejorar la eficiencia al

tratamiento antidepresivo con EMTr a altas frecuencias (15 y 20 Hz). En este sentido, resulta
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importante evaluar la influencia del fondo genético de distintos tipos de cepas (Inbred y Outbred)
en el efecto antidepresivo generado por la EMTr a 5 Hz en un modelo de depresion. Ya que, en
primera instancia, responder esta interrogante nos permitira, ademas de aportar informacion
metodoldgica acerca de qué tipo de cepa es mejor para estudiar el efecto antidepresivo de la
EMTr evaluar la participacién de los factores genéticos en la respuesta al tratamiento con EMTr
a S5Hz.

Y, en segundo lugar, esto también nos permitira caracterizar y reproducir en un modelo animal,
el efecto clinico de la EMTr a 5 Hz reportado en pacientes con depresion, y con ello explorar de
manera mas profunda en futuros experimentos, los mecanismos celulares y moleculares

implicados en la EMTr.

Finalmente, también vale la pena resaltar la importancia de seguir aportando informacioén, tanto
a nivel clinico como experimental, referente al efecto antidepresivo de la EMTr a 5 Hz, ya que
el empleo de esta frecuencia parece tener el mismo efecto terapéutico que los protocolos de 10
y 20 Hz, pero con la ventaja de que esta cantidad de Hz disminuye los efectos colaterales que

la estimulacién puede llegar a causar, tal como se menciond anteriormente.

M. HIPOTESIS.

a) La exposicion de los ratones Balb/C y Swiss Webster al protocolo de ECI generara

conductas tipo depresivas en ambas cepas.

b) La cepa de ratones Balb/C sera la mas sensible al estrés y al desarrollo de conductas

tipo depresivas a comparacion de la cepa Swiss Webster.

c¢) La EMTr disminuira las conductas tipo depresivas establecidas en los ratones de cada

una de las cepas.
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IV. OBJETIVOS.

e General:

a) Evaluar el efecto de la EMTr (5Hz) en la disminucion de las conductas tipo depresivas
en ratones con distinto fondo genético (Balb/C y Swiss Webster) expuestos al

protocolo de ECI

e Particulares:

a) Generar en ambas cepas conductas tipo depresivas inducidas por ECI.

b) Evaluar la sensibilidad de cada cepa al protocolo de ECI.

c) Analizar conductualmente el efecto antidepresivo de la EMTr y compararlo con el
efecto tipo antidepresivo de la FIx en cada una de las cepas.

V. MATERIAL Y METODO.

1. Diseno experimental.

Se utilizaron ratones tipo inbred (Balb/C) y outbred (Swiss Webster), los cuales fueron
expuestos al protocolo de ECI durante ocho semanas (con una semana previa de
aclimatacioén), para inducir conductas tipo depresivas y evaluar a partir de ello, el efecto
antidepresivo de la EMTr a 5 Hz. Los tratamientos (EMTr y FIx), el Sham y el vehiculo de la
FiIx (NaCl), fueron aplicados a partir del dia 35 por un periodo de cuatro semanas, y finalmente,
una vez terminado el protocolo de ECI y la intervencion terapéutica, se realizé una bateria de
pruebas conductuales asociada a comportamientos tipo depresivos y posteriormente, dos
horas después de la ultima prueba, los organismos fueron eutanizados por decapitacién (Fig
2).
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Fig. 2. Disefio experimental. Linea temporal donde se muestra la duracién del protocolo de ECI, los momentos de la

intervencion terapéutica y el orden de la realizacion de las pruebas conductuales.

2. Animales.

Se utilizaron ratones hembra de la cepa Balb/C y Swiss Webster de ocho semanas de edad.
Los ratones fueron distribuidos de manera aleatoria en siete grupos (n= 6-10 individuos por
grupo) (Tabla 1) los organismos fueron obtenidos del Bioterio del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz (INPRFM) y fueron manejados de acuerdo con los
principios generales de cuidados de animales de laboratorio (Comité del consejo Nacional de
investigacion,2011) y todos los procedimientos experimentales se hicieron con base a la NOM-
062-Z00-1999 y aprobados por el Comité de Etica del INPRFM.
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Tabla 1. Grupos experimentales en las pruebas de conductas depresivas.

Grupo ECI Fix NaCl EMTr

Control - - - -
ECI + - - -
ECI+FIx + + + -
ECI+NaCl + - + -
ECI+EMTr + - ; +

ECI+Sham + - - Sin pulsos
ECI+EMTr+FIx i + + +

Los animales fueron colocados por grupo, en cajas con medidas de 27 x 16 x 23 cm en
condiciones de humedad y temperatura controladas, ciclos de luz-oscuridad cada doce horas.
y con acceso libre al alimento y agua, a excepcion de los periodos de exposicion al protocolo

de ECI segun el grupo experimental.

3. Estrés Croénico Impredecible (ECI).

La exposicion al ECI fue adaptada del protocolo original propuesto por Willner y colaboradores
en 1992 (Willner, Muscat y Papp 1992) y del protocolo modificado de Vega Rivera y nuestro
equipo de trabajo en el 2016 (Vega Rivera, et al. 2016). Los ratones fueron expuestos a dos o

tres estresores diariamente durante ocho semanas (Tabla 2).
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Tabla 2. Tiempo de exposicion y dia de aplicacion de los distintos estresores.

Estresor Tiempo (hrs)
Apagar luces 3
Restriccion de movimiento 1
Caja en rotacion (35-45 rpm) 1
Luz encendida 8
Frio (4 °C) 1
Ruido blanco 3
Luz estroboscopica 6
Caja inclinada (45 °) 3
Cama mojada 6
Hacinamiento 1
Olor a rata 3
Privacion de comida 12

4. Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva (EMTr).
Se empled un estimulador Mag Pro R30 y una bobina refrigerada, con los que se identificé el

umbral motor (UM) por individuo, sin anestesia. Con referencia a este valor se obtuvo la

intensidad para la exposicién de los estimulos de cada una de las cepas (Balb/C UM= 30-35 %,
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Swiss Webster UM=30-40 %). Los ratones fueron estimulados a partir de la cuarta semana del
protocolo de ECI, se aplicaron treinta trenes de estimulacion de 5 Hz (Armas-Castafieda et al.
2015) por dia para cada sujeto en la CPFDLI, con el fin de revertir las conductas depresivas
presentadas en los ratones. Cada tren incluyé 10 estimulos, con intervalos de 10 segundos
entre trenes de estimulacion. La bobina fue colocada sobre la cabeza del raton y paralela a la
columna vertebral. Para los ratones del grupo “Sham”, se empled un bloque de acrilico de 6 cm

de grosor para evitar que los pulsos magnéticos alcanzaran el craneo de los ratones (Fig. 3).

Fig 3. (A) Fotografias donde se muestra la posicién en que fue colocada la cabeza de los ratones que recibieron la aplicacion
de la EMTr y los ratones “Sham”, en la CPFDL izquierda. (B) Esquema de cerebro de ratén donde se sefiala la posicion de la
CPFDLI. Tang et al. 2016 Modificacién Tang, et al. 2016.
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5. Farmacos.

Para el grupo correspondiente al control positivo farmacolégico (ECI+FIx) y el grupo con la
combinacion de tratamientos (ECI+EMTr+FIx), se administré Fluoxetina (FIx) como tratamiento
antidepresivo (10 mg/kg/dia), y para el control vehiculo, solucién salina (0.9 % NaCl). En ambos
casos, el farmaco o el vehiculo se administraron por via intraperitoneal, una vez al dia a partir

de la cuarta semana del protocolo de ECI durante 28 dias.

6. Pruebas conductuales.

Para evaluar conductas tipo depresivas en los ratones bajo el protocolo de ECI y la exposicidon
a los tratamientos antidepresivos, se utilizaron las siguientes pruebas conductuales: Rotarod,
Prueba de acicalamiento artificial o “Splash test” (ST) y Nado forzado (NF), ademas, durante
todo el experimento se evalué el estado de pelaje de los individuos (Tabla 3). Todas las pruebas
se realizaron en el periodo de actividad de los ratones (fase oscura) y media hora antes de
iniciar cada prueba, los organismos fueron trasladados al lugar donde se hizo el registro con el
fin de que se aclimataran al cuarto de conducta. EI comportamiento de los animales en cada
una de las pruebas fue videograbado, los datos resultantes del NF fueron analizados con el
programa de registro conductual “Anymaze version 5.14”, mientras que las pruebas de Rotarod

y ST fueron analizadas manualmente.
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ser modelados en ratén (Belzung y Lemoine 2011).

Tabla 3. Pruebas conductuales para evaluar conductas tipo depresivas o relacionadas con la ansiedad que pueden

Sintomas en humanos

Endofenotipo del ratéon

Prueba

conductual/analisis.

Pérdida o ganancia de

peso.

Pérdida o ganancia de

peso.

Mediciones de peso
antes y después del

estrés

Retardo psicomotor.

Alteraciones en

locomocion.

Campo abierto y
Rotarod

Fatiga 6 pérdida de

energia.

Alteraciones en

locomocion.

Actimetro, campo

abierto

Disminucién en la

Déficit en memoria

Laberinto elevado en

habilidad para pensar o | espacial y de trabajo cruz
concentrarse.
Ansiedad. Conductas tipo ansiosas. | Campo abierto.

Laberinto elevado en
cruz. Alimentacion

novedosa suprimida.

Pérdida de voluntad.

Desesperanza.

Nado forzado.

Pérdida de
autocuidado,

anhedonia.

Acicalamiento.

Deterioro del estado de
pelaje, prueba de
preferencia de sacarosa
y de acicalamiento

artificial.
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6.1 Estado de pelaje (EP).

El EP de todos los organismos se registr6 semanalmente durante las nueve semanas del
experimento. El EP de los ratones fue evaluado como una medida de las alteraciones inducidas
por el ECI en la motivacién hacia el comportamiento de autocuidado. En trabajos anteriores se
ha reportado que ratones expuestos a ECI muestran una degradacion progresiva de su EP, lo
cual es uno de los indices mas replicables de las alteraciones inducidas por el ECl y que ha
sido validado farmacolégicamente como un parametro Util para estudiar el inicio de las terapias
antidepresivas (Santarelli et al. 2003), (Surget et al. 2008), (Tanti et al. 2012)- El puntaje del EP
se basd en los parametros propuestos por Tanti (Tanti et al. 2012), donde el valor de O
representa un estado bueno (piel lisa y brillante, sin parches en el pelaje), el 0.5 uno intermedio
(pelaje ligeramente mullido con algunos parches) y el 1, un estado muy malo (pelaje esponjoso

en la mayor parte del cuerpo con ligeras manchas en la piel (Fig. 4).

Fig. 4. Valor general del estado de pelaje. EP= 0, pelaje en buen estado, EP= 0.5, pelaje con deterioro moderado y EP= 1,

pelaje en mal estado.

6.2 Rotarod.

Veinticuatro horas después de terminado el protocolo de ECI y la aplicacién de los tratamientos,
los organismos fueron puestos a prueba en dos sesiones en el Rotarod, la primera sesion de

habituacién y la segunda de prueba para evaluar su coordinacién motora. Se utilizé un protocolo
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de aceleracion continua con un aumento de la velocidad del cilindro de 0 a 20 revoluciones por
minuto (rpm) como maximo. Al final el parametro registrado fue el tiempo de permanencia en el
Rotarod

6.3 Acicalamiento artificial.

La prueba de ST evalua conductas de autocuidado y motivacion como lo es el acicalamiento.
Para ello se roci6 el pelaje dorsal de cada animal con una solucién de Sacarosa al 30 %.
Después de ello se dejo vaporizar dicha solucién por un tiempo aproximado de uno a dos
minutos. Posterior a ello, los organismos fueron grabados en su “caja hogar” por un periodo de
5 minutos, para contabilizar el tiempo total de acicalamiento y la latencia al primer episodio de

acicalamiento.

6.4 Nado forzado.

Como ultima prueba se realizd el NF para evaluar “desesperanza” como una conducta tipo
depresiva; se utilizé un cilindro de cristal con 30 cm de alto y 8 cm de diametro, el cual se llend
aproximadamente a los 15 cm con agua a temperatura ambiente (+ 33°C). La prueba se realizé
en una sola sesion con una duracién de 6 minutos por organismo. El agua se cambié entre cada
sujeto y el parametro que se analizo fue el tiempo de desesperanza total (90 % inmovilidad por
un periodo minimo de 2500 ms), el numero de episodios de desesperanza y el tiempo total de

inmovilidad.

7. Estadistica.

Para evaluar las diferencias en los distintos parametros medidos entre los diferentes grupos
experimentales, se realizaron ANOVAS de una via, seguidas de la prueba pos hoc de Newman
Keuls considerando un nivel de significancia de a=0.05. Para evaluar las diferencias de los

parametros medidos entre los controles negativos (grupo ECI) de cada cepa, se utilizé una
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prueba de T. El analisis estadistico se realizé con ayuda del programa estadistico Graph Prisma
6.

VI. RESULTADOS.

1. Conductas de autocuidado evaluadas a través del estado de pelaje.

El estado del pelaje (EP) analizado al finalizar el protocolo de estrés en los ratones de la cepa
Balb/C presentd un deterioro significativo en comparacion con los ratones del grupo control
(Ctrl) que no fueron expuestos al ECI (Fig. 5). (p< 0.0001). Sin embargo, en los grupos
expuestos al ECI que recibieron el tratamiento farmacolégico con Fluoxetina (FIx), se encontré
una mejora en el EP en comparacién con el grupo expuesto al ECI (p< 0.001). Un efecto similar
al de la FIx fue causado por la EMTr a 5 Hz (p< 0.01) y por la combinacién de ambos
tratamientos (FIX+EMTT) (p< 0.05). Por su parte, el grupo vehiculo de la Flx, tratado con NaCl y
el grupo que no recibié la EMTr (Sham) no mostraron efecto positivo para revertir la afectacion
del EP. Estos resultados sugieren que la EMTr a SHz revierte las alteraciones del EP
provocadas por el ECI, efecto que es similar al de la FIx (10 mg/kg) y que, al interaccionar ambos
tratamientos, disminuye (Fig. 5 Izquierda). El ANOVA de una via produjo los siguientes valores:
Fe,55=12.02, p<0.0001).

Respecto al EP de los ratones de la cepa Swiss Webster expuestos al ECI se observé un
deterioro significativo en comparacion con el grupo que no fue estresado (p< 0.01). Sin
embargo, los grupos que fueron expuestos al ECI y que recibieron alguno de los tratamientos
no revelaron disminucion en el deterioro del EP con respecto al grupo unicamente con ECI,
aunque, al comparar los ratones con Flx con aquellos que unicamente recibieron NaCl, si existe
una mejora del EP por parte del grupo con el farmaco (p< 0.0001), al igual que al comparar los
ratones estimulados con los ratones del grupo Sham ( p< 0.05) tal como se puede observar en
la figura 5 Derecha. EI ANOVA de una via produjo los siguientes valores: Fe33=12.71,
p<0.0001). En conjunto, estos resultados indican que los ratones de las cepas Balb/C y Swiss
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Webster presentan alteraciones en la condiciéon de pelaje cuando se exponen a ECI. Sin
embargo, los ratones de la cepa Swiss Webster mostraron menor afectacion en la condicion de
pelaje cuando se compararon con los ratones de la cepa Balb/C (1=3.57, df=13, p=0.0034)
aunque los tratamientos con FIx o con EMTr sélo redujeron las alteraciones en la condicion del

pelaje producidas por el estrés, en los ratones de la cepa Balb/C.

Fig. 5. Estado de pelaje de los ratones a través del tiempo, durante el protocolo de ECI (barra roja) y la aplicacion del tratamiento
farmacoldgico y EMTr (azul). A. Balb/C, B. Swiss Webster. Newman Keuls, a = 0.05, n= 6-10

2. Actividad motora en Rotarod.

En la prueba de Rotarod, los datos obtenidos de la cepa Balb/C muestran que los ratones que
fueron expuestos al ECI sin ninguna intervencion terapéutica, presentan un menor tiempo de

permanencia en al aparato a comparacion de los ratones que no fueron expuestos al estrés (p<
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0.05), mientras que los ratones que recibieron el tratamiento con FIx aumentan el tiempo de
permanencia en el Rotarod, en comparacién con los ratones del grupo ECI (p< 0.0001) y NaCl
(p< 0.001); de forma similar, los ratones tratados con EMTr también aumentan el tiempo de
permanencia en comparacion con el grupo ECI (p< 0.001) y Sham (p < 0.001), sin embargo, de
manera interesante no se observa un aumento en el tiempo de permanencia en el grupo con
ambos tratamientos (EMTr+FIx) tal como se puede observar en la Fig. 6 Izquierda. ANOVA una
via, F 649= 3,293, p< 0.0001. En cuanto a la cepa Swiss Webster. no se encontraron cambios
estadisticamente significativos en el tiempo de permanencia en el rotarod entre los diferentes

grupos (Fig. 7 B).

En general, estos datos nos sugieren que la exposicién al ECI disminuye la capacidad motora
en los ratones de las cepa Balb/C pero aparentemente no en la Swiss Webster, siendo los
ratones de la cepa Balb/C los mas sensibles al efecto del ECI en la capacidad motora, respecto
a los ratones de la cepa Swiss Webstern.(t=2.210 gl=12, p=0.0473) y que este la disminucién
en la actividad motora presentada en la cepa Balb/C es revertida por los grupos tratados con

Fix y EMTr, pero no aquellos con la combinacion de ambos tratamientos.

Fig 6. Tiempo de permanencia en el Rotarod y velocidad maxima alcanzada en el aparto por los ratones de cada cepa A.
Balb/C, B. Swiss Webster. ANOVA una via, Newman Keuls, a = 0.05, n=6-10
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3. Conductas de acicalamiento con la prueba de Acicalamiento artificial.

Referente a las conductas hedonicas y de autocuidado, el ST revela que los ratones Balb/C que
fueron sometidos al protocolo de ECI sin ninguna intervencién terapéutica, tienen una mayor
latencia para iniciar la conducta de acicalamiento, respecto al grupo Ctrl sin estrés (p< 0.001),
este efecto es revertido en los grupos FIx (p< 0.05), EMTr (p< 0.001) y EMTr+FIx (p < 0.05),los
cuales tienen una menor latencia a comparacion del grupo ECI, tal como se observa en la Fig.7
A (ANOVA una via: F 6,53 = 17.40, p< 0.0001). Referente a la duracion total de acicalamiento,
existe una cierta tendencia por parte de los ratones del grupo ECI a presentar un menor tiempo
de acicalamiento a comparacion del grupo Ctrl, sin embargo, esta disminucion no es
estadisticamente significativa. No obstante, la aplicacién de la EMTr aumenta significativamente
el tiempo de acicalamiento respecto al grupo ECI (p< 0.05). y al grupo Sham (p< 0.05),
concerniente a los ratones tratados con EMTr+FIx, se puede observar una tendencia a aumentar
el tiempo de acicalamiento total a comparacién del grupo ECI, sin embargo, este aumento no
es estadisticamente significativo. (Fig.7 B) ANOVA una via: F 6 34 = 3.949, p= 0.0042.

En cuanto a los ratones Swiss Webster, existe un incremento en la latencia al primer episodio
de acicalamiento, por parte del grupo ECI a comparacion del grupo Ctrl (p< 0.05), efecto que
disminuye en los ratones con FiIx (p< 0.05), EMTr (p< 0.05) y EMTr+FIx (p< 0.05) (Fig. 7 C)
ANOVA una via, Swiss Webster: F 622= 4.353, p= 0.004. Mientras que referente al tiempo total
de acicalamiento. no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos (Fig.
7 D).
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Fig. 7. Parametros de la prueba de “Grooming artificial” Arriba: Latencia al primer episodio de acicalamiento. Abajo: Tiempo
total de acicalamiento en ratones de la cepa Balb/C y Swiss Webster. Kruskal Wallis, a = 0.05 y Newman Keuls, a = 0.05

respectivamente. n=6-10

4. Desesperanza en Nado forzado (NF)

Los resultados de la prueba de NF en ratones Balb/C muestran que existe una reduccién en la
latencia al comienzo del primer episodio de inmovilidad por parte de los ratones estresados que
no recibieron tratamiento, a comparacion de los ratones control (p< 0.05), dicho efecto
aparentemente es revertido por la EMTr a 5 Hz (p< 0.01), y el tratamiento combinado con

FIX+EMTr (p< 0.01), ademas, también se encontr6 que los ratones estimulados incrementaron
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significativamente su latencia al primer episodio de inmovilidad a comparacién de los ratones

Sham (p< 0.001), tal como se ve en la Fig. 8 A.

En cuanto al tiempo de inmovilidad total, se observa que existe un aumento por parte del grupo
ECI, a comparacion del grupo Ctrl (p< 0.001) y que este efecto se ve disminuido en los ratones
tratados con FiIx (p< 0.001) y EMTr (p< 0.0001). De igual manera, también se reporta una
disminucion en el tiempo de inmovilidad por parte del grupo con FIx a comparacion del grupo
NaCl (p < 0.05), al igual que ocurre por parte del grupo EMTr a comparaciéon del grupo Sham
(p< 0.01). (ANOVA una via, F = 6.638, p < 0,0001. (Fig. 8 B)

Por otra parte, los resultados de los ratones Swiss Webster, nos sugieren que existe una cierta
tendencia por parte de los ratones del grupo ECI a presentar una latencia menor al primer
episodio de inmovilidad, a comparacién de los ratones control, aunque esta disminucién no es
estadisticamente significativa, por el contrario, se puede observar que los ratones tratados con
Fix (p < 0.05), EMTr (p < 0.05), y la combinaciéon de ambos tratamientos (EMTr+FIx) (p < 0.05),
aumentan la latencia a presentar el primer episodio de inmovilidad, a comparacion de los
ratones que fueron unicamente estresados (Fig. 8 C). Por su lado, referente al tiempo de
inmovilidad total, en la Fig. 8 D, se puede observar que los ratones del grupo ECI presentan un
incremento significativo en este parametro a comparacion de grupo Ctrl (p< 0.01) y que este
aumento en la inmovilidad total es disminuido en los ratones tratados con Flx (p< 0.01), EMTr
(p< 0.01). y EMTr+FIx (p< 0.0001). ANOVA una via: Fe, 26= 7.450, p= 0.0001.
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Fig. 8. Parametros de nado forzado evaluados en ratones Balb/C y Swiss Webster. Arriba: Latencia al primer episodio de
inmovilidad. Abajo: Tiempo total de inmovilidad. ANOVA de una via, Newman Keuls, a = 0.05, n=6-10.
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VI. DISCUSION.

La depresion es uno de los desordenes afectivos mas comunes que en los ultimos afios se ha
convertido en un problema de salud publica a nivel mundial. Dada la complejidad de esta
enfermedad, existen muchas formas de intervencion terapéutica para disminuir sus sintomas,
sin embargo, existe un considerable porcentaje de la poblacion de pacientes que no remite aun
con estos tratamientos. Como alternativa a ello, la EMTr ha surgido como un nuevo método
para disminuir los sintomas de la depresion, a tal grado que a partir del 2009 la FDA la aprobo
como un efectivo tratamiento antidepresivo. En la clinica, los protocolos mas estudiados se
basan en altas frecuencias, a partir de los 10 hasta los 25 Hz, sin embargo, existen algunos
estudios en humanos que revelan que la frecuencia de 5 Hz tiene la misma eficiencia terapéutica
que algunas de las frecuencias mas altas probadas (20 Hz) con la ventaja, de que se generan
menos molestias al momento de la aplicacion, asi como que también se disminuye la
probabilidad de la induccién de crisis convulsivas (Schulze-Rauschenbach 2005) Por otro lado,
existen trabajos en humanos que indican que el genotipo de los individuos influye en la
respuesta al tratamiento antidepresivo con EMTr (1, 15y 20 Hz) (Gershon, Dannon, y Grunhaus
2003) .Sin embargo, no hay evidencia preclinica que explore este campo con EMTr a 5 Hz a
pesar de la relevancia clinica de este protocolo. Es por o que en este trabajo se evalud y
comparo el efecto antidepresivo de la EMTr a 5 Hz en ratones de una cepa “outbred” (Balb/C)
y una cepa “inbred” (Swiss Webster), asi como también se comparé la sensibilidad de estas

cepas, al desarrollo de conductas tipo depresivas a partir del protocolo de ECI.

1. Diferencias entre cepas a la susceptibilidad ECI y al efecto antidepresivo de la EMTr

Los ratones de la cepa Balb/C son mas sensibles a los efectos del ECI en el desarrollo de
conductas tipo depresivas (deterioro en el estado de pelaje, retardo psicomotor, abulia y
anhedonia), a comparacién de los ratones Swiss Webster. Esta diferencia en la sensibilidad al
estrés y a la susceptibilidad para el desarrollo de conductas tipo depresivas, puede deberse al
fondo genético de cada cepa, ya que los individuos de las cepas “inbred”, como la Balb/C, se

caracterizan por ser individuos genéticamente idénticos, con poca variacion genética, lo cual
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los hace mas susceptibles a los efectos de factores ambientales, tales como el estrés (Yalcin,
Belzung, y Surget 2008). Por su parte, es bien conocido que las cepas del tipo “outbred”, como
la Swiss Webster son cepas exogamicas que se caracterizan por una gran variedad genética,
dentro de la cual puede haber subpoblaciones de ratones sensibles o no al estrés (Strekalova
et al. 2004). De tal manera que la heterogeneidad genética de esta cepa puede fortalecer sus
diferencias individuales y con ello brindarle a estos organismos determinada resistencia al
estrés (Yalcin, Belzung, y Surget 2008). Por otro lado, la EMTr tiene un efecto antidepresivo en
ambas cepas, sin embargo, este efecto se observa mejor en los ratones Balb/C, debido a que
estos ratones reproducen mas claramente conductas tipo depresivas, a comparacion de los
ratones Swiss Webster, tal como ya se ha reportado anteriormente con otras frecuencias de
EMTr (Yalcin, Belzung, y Surget 2008).

2. Efecto del ECl y la EMTr en las conductas de autocuidado a través de la evaluacion
del EP.

El estado de pelaje fue evaluado semanalmente durante la exposicidn al protocolo de ECl y la
administracion de los tratamientos (FIx, EMTr), este parametro es un buen indicador de
conductas de motivacion y autocuidado, el cual tiene validacion farmacoldgica a través del uso
de distintos farmacos antidepresivos(Santarelli et al. 2003) En nuestro trabajo, se observo que
la exposicidn constante al estrés deteriora el EP en ambas cepas, siendo la cepa Balb/C la mas
sensible a este efecto, tal como lo reportaron Yalcin y colaboradores en el 2008, quienes
utilizando las mismas cepas y encontraron un mayor deterioro del EP en ratones Balb/C
expuestos a seis semanas de ECI, a comparacion de los ratones Swiss Webster que también
fueron estresados (Yalcin, Belzung, y Surget 2008). Por otro lado, nuestros datos también
sugieren que la FIx y la EMTr son capaces de mejorar las conductas de autocuidado y de revertir
el deterioro del EP causado por el ECI en ambas cepas. El efecto positivo de la Fix sobre el EP
de ratones expuestos a estrés ya ha sido reportado previamente por otros autores(Santarelli et
al. 2003) (Tanti et al. 2012), (Yalcin, Belzung, y Surget 2008), (Isingrini et al. 2010). Sin embargo,
el efecto positivo de la EMTr, a 5 Hz, o con alguna otra frecuencia, sobre este parametro aun
no se ha reportado y podria sugerir el potencial efecto antidepresivo de la EMTr a 5 Hz.
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3. Efecto del ECly la EMTr (5 Hz) en la actividad motora.

El cansancio excesivo, la fatiga y el retardo psicomotor, forman parte del cuadro clinico de la
depresion, estas caracteristicas podrian ser comparadas, de manera analoga, con la
disminucion de la actividad motora en modelos animales de depresion, la cual puede ser medida
con ayuda del Rotarod (Deacon 2013). En esta prueba, nuestros datos apuntan que el estrés
disminuye la actividad motora en los ratones Balb/C que no recibieron algun tipo de tratamiento.
Esto es consistente con los datos obtenidos por Kurumaji en el 2011(Kurumaji, Umino, y
Nishikawa 2011) y con lo reportado por Wells en el 2017 (Wells et al. 2017), quienes llegan a
este mismo resultado utilizando un protocolo de estrés cronico social en ratones evaluando su
actividad motora a través de un actimetro. Por otro lado, nuestros datos también sugieren que
la FIx y la EMTr revierten la disminucion en la coordinaciéon motora generada por el estrés, y
que la combinacién de ambos tratamientos parece anular este efecto positivo. En
investigaciones previas, se ha sefialado que la EMTr a distintas frecuencias tiene la capacidad
de mejorar la actividad motora en distintos modelos de enfermedades del movimiento, tales
como el Parkinson (Dong et al. 2015) y la discapacidad motora por accidente cerebro-vascular
temprano (Yoon et al. 2015), en tales trabajos se sefala que la EMTr a 1 y 10 Hz aumenta la
velocidad y el tiempo de permanencia de los animales estimulados, en la prueba de Rotarod,
tal como lo encontramos en nuestro trabajo, con la diferencia de que empleamos una frecuencia
de 5 Hz, indicando que esta frecuencia al igual que las antes sefialadas, mejora la actividad
motora, y sugiere que la EMTr podria ser usada como una opcion valida para el tratamiento de

algunas patologias del movimiento.

4. Efecto del ECly la EMTr en el desarrollo de anhedonia.

La anhedonia puede ser definida como la falta de capacidad para experimentar placer y puede
ser asociada con la apatia y la ausencia de satisfaccion ante estimulos placenteros (Grillo 2016).

Para evaluar esta caracteristica de la depresion en nuestro modelo, nosotros utilizamos la
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prueba de “acicalamiento artificial” también conocida como “Splash test”, la cual considera la
disminucion del acicalamiento y el aumento en la latencia para realizar esta actividad, como un
indicador de la perdida de interés de actividades placenteras. En nuestros resultados
encontramos que la exposicién constante al estrés induce anhedonia, esto se ve reflejado en el
aumento en la latencia de acicalamiento por parte del grupo ECIl a comparacion del grupo Ctrl,
tanto en ratones Balb/C como en Swiss Webster, lo cual es consistente con lo reportado
previamente por el equipo de trabajo de Tanti (Tanti et al. 2012) y Yalcin (Yalcin, Belzung, y

Surget 2008) utilizando igualmente ratones Balb/C expuestos a ECI.

El efecto negativo que tiene el estrés sobre las conductas heddnicas y de motivacion parece
ser revertido por la administraciéon de Flx, la aplicacion de EMTr y el tratamiento conjunto de
EMTr+FIx en ratones Balb/C, y Unicamente la aplicacion de FIx y de EMTr en los ratones Swiss
Webster. Como farmaco antidepresivo, el efecto de la FIx en la disminucion de la anhedonia y
el mejoramiento en las conductas de autocuidado ya ha sido ampliamente estudiado, tanto en
investigaciones con humanos (Yalcin, Belzung, y Surget 2008), como a nivel preclinico, en el
ultimo caso se ha utilizado la prueba de ST (Yoon et al. 2015), (Enginar, Hatipoglu, y Firtina
2008), y otros paradigmas conductuales (Isingrini et al. 2010). Por otro lado, el efecto positivo
de la EMTr sobre la disminucion de la anhedonia en modelos animales de depresion ha sido
confirmada por otros estudios, la mayoria empleando protocolos de estimulacion de 15 Hz
(Feng et al. 2012) (Chen et al. 2015) y un solo trabajo utilizando frecuencias de 5 Hz (Peng et
al. 2018). Por otro lado, nuestros resultados apuntan que el estrés genera un efecto diferencial
entre cepas, dado que los ratones Balb/C son mas sensibles al desarrollo de anhedonia, puesto
que presentaron una mayor latencia y menos tiempo de acicalamiento, que los ratones Swiss
Webster, datos similares fueron publicados por Yalcin y colaboradores en el 2008, en su estudio
comparativo sobre la respuesta al ECI y a distintos farmacos antidepresivos en ratones de las
dos cepas ya mencionadas, con la diferencia de que en el trabajo previamente mencionado no
se reportaron cambios significativos en los parametros de la prueba de ST en la cepa Swiss
Webster a diferencia de nuestros resultados, en los cuales el ECI si indujo anhedonia en esta
cepa de ratones, esto puede ser explicado por las diferencias en el ECI, ya que en nuestro
trabajo el protocolo duro mas tiempo y se utilizaron distintos tipos de estresores con mayor

intensidad.
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5. Efecto del ECl y la EMTr en el desarrollo de desesperanza.

La desesperanza es una conducta generada en modelos animales, analoga a la abulia en la
depresion, es decir la perdida de voluntad caracteristica de pacientes con esta enfermedad. En
este trabajo, se utilizé la prueba de NF para evaluar este comportamiento; los resultados
obtenidos de ello apuntan a que el ECI induce desesperanza tanto en ratones Balb/C como en
Swiss Webster, tal como se reporta en la literatura existente sobre el protocolo (Porsolt et al.
2001), (Petit-Demouliere, Chenu, y Bourin 2005), (Monteiro et al. 2015), (Nollet, Guisquet, y
Belzung 2013) Por otro lado, en nuestro estudio también se corroboré el efecto antidepresivo
de la Flx, tal como lo indican numerosos estudios roedores expuestos al ECI (Shen et al. 2016),
(Petit-Demouliere, Chenu, y Bourin 2005). Respecto a la EMTr, encontramos que los ratones
que recibieron este tratamiento, disminuyen las conductas de desesperanza generadas por el
ECI, lo cual es consistente con lo reportado por Peng y colaboradores en el 2017, quien también
reporta una reduccién en el tiempo de inmovilidad en la prueba de NF (Peng et al. 2018). Otros
autores también han reportado estos mismos resultados, pero en ratas Sprague Dawley y con
distintas frecuencias de estimulacion, tales como 10 Hz (Peng et al. 2017), 15 Hz (Feng et al.
2012) y 25 Hz (Fleischmann et al. 1995), lo cual puede sugerir que este efecto antidepresivo de

la EMTr se da solo a altas frecuencias, siendo 5 Hz la frecuencia minima para causarlo.

6. Efecto antidepresivo de la combinaciéon de EMTr (5 Hz) y Fix.

En este estudio también se evalu6 el efecto antidepresivo de la combinacion de la EMTr y la
FIx. Nuestros resultados indican que individualmente estos dos tratamientos tienen un efecto
muy similar en la disminucién de conductas tipo depresivas, tal como se ha reportado en otras
investigaciones en humanos (Marcolin 2004). Sin embargo, en nuestros experimentos, el
tratamiento combinado parece tener el mismo efecto que los tratamientos individuales. Esta
idea puede ser apoyada por los datos publicados por Rossini y colaboradores en el 2005, los
cuales sefalan que la combinacion de distintos farmacos (Velafaxina, Sertralina y Citalopram)

con la EMTr a 15 Hz no mejoran su efecto antidepresivo, pero si acelera la respuesta a los
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farmacos por parte de pacientes con depresiéon mayor (David et al. 2005). En contraste con ello,
también existen algunas investigaciones que reportan que el tratamiento combinado de EMTr
(15 Hz) y Quetiapina disminuye las conductas tipo depresivas en ratas expuestas a estrés
cronico, aun mas que los tratamientos individuales (Chen et al. 2015). Esta diferencia en los
resultados puede ser debida a las distintas frecuencias de estimulacion en los protocolos y a

los diversos farmacos utilizados.

VIIl. CONCLUSIONES.

Los datos obtenidos de este trabajo sugieren que la EMTr a 5Hz genera un efecto antidepresivo
comparable al de la Flx, tanto en ratones de la cepa Balb/C como en ratones de la cepa Swiss
Webster. Siendo la cepa Balb/C la mas sensible al desarrollo de estas conductas debido a su
sensibilidad intrinseca al estres. Por una parte, estos datos confirman que la carga y
heterogeneidad genética aunado a factores ambientales como el estrés cronico, son factores
importantes para el desarrollo de la depresion. Por otro lado, los resultados obtenidos en el
presente estudio podrian apoyar la evidencia clinica que existe sobre la eficacia de la EMTra 5
Hz en el tratamiento de esta enfermedad. Aunado a ello, este trabajo también aporta informacion
metodoldgica sobre las ventajas de utilizar cepas de ratones con diferente variabilidad genética
en el estudio de los efectos de la EMTr en modelos animales de depresion, ya que en nuestro
estudio fue mas claro observar el efecto antidepresivo de la EMTr en los ratones Balb/C debido
a su mayor sensibilidad al ECI que en los ratones Swiss Webster, en los cuales también se
observo este efecto antidepresivo pero no en todas las pruebas aplicadas. También, en este
trabajo se obtuvieron datos preclinicos que sugieren que el tratamiento combinado de la EMTr
5 Hz con la administracion de FIx no aumentan su efecto antidepresivo a comparaciéon de los
tratamientos por separado, tal como se observa en los pacientes con depresion tratados con

ambas intervenciones terapeéuticas.

Finalmente cabe mencionar que una de las limitaciones de este trabajo es que unicamente se

exploraron los efectos conductuales de la EMTr a 5 Hz, siendo aun desconocidos los
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mecanismos neuroplasticos subyacentes al efecto antidepresivo de esta técnica. En este
sentido, se reconoce la necesidad de investigar los posibles mecanismos de accion de la EMTr,
por lo cual se propone explorar en futuros trabajos, el efecto de la EMTr a 5 Hz en distintos
mecanismos celulares alterados en la depresion tales como la neurogénesis hipocampal, dado
la relevancia de este proceso en la neurobiologia de esta enfermedad y en la regulacién del

efecto antidepresivo de distintos farmacos tales como la Fix.

IX. PERSPECTIVAS

1. Antecedentes.

Se ha sugerido que el efecto antidepresivo de la EMTr esta asociado con distintos cambios
plasticos a nivel neuronal (Kim et al. 2006), Existen estudios que demuestran que pulsos de 10
Hz inducen potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo de modelos de depresion y que
este aumento en el LTP puede estar relacionado con el efecto antidepresivo de la estimulacién
(Kim et al. 2006). De igual manera, se sabe que la EMT induce neurogénesis hipocampica tanto
en condiciones fisiolégicas (Ueyama et al. 2011) como en enfermedades psiquiatricas y bajo
condiciones de estrés, tal como lo sefiala Feng y su equipo de trabajo en el 2012, quienes
reportan que el empleo de estimulos de alta frecuencia (15 Hz) incrementa la proliferacion
celular en el hipocampo, los niveles de BNDF vy la fosforilacién de ERK1/2, en un modelo murino
de depresion inducido por ECI (Feng et al. 2012). De forma similar, y utilizando el mismo
modelo, Chen y colaboradores demostraron que la aplicacion conjunta de Quetiapina con EMTr
(15 Hz) promueve la proliferacién e incrementan la expresion de la proteina ERK1/2 en su
estado fosforilado en el hipocampo (Chen et al. 2015). Por el contrario, el equipo de Czhé en el
2002, reportan que la aplicacién de EMTr a 20 Hz no produce cambios en la neurogénesis
hipocampica en ratas expuestas a estrés cronico psicosocial, pero si demuestran que existe
una atenuacion del sistema hipotalamico-pituitario-adrenocortical en estos animales (Czéh et
al. 2002). Los resultados de estos estudios, si bien no son totalmente consistentes, sugieren
que la génesis de nuevas neuronas en el hipocampo es un posible mecanismo por el cual la

EMTr genera un efecto antidepresivo en algunos modelos de enfermedades psiquiatricas.
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Observacion que concuerda con la hipotesis neurogénica de la depresion mayor, la cual postula
que existe un declive en la neurogénesis y una reduccion en el volumen del hipocampo en el
cerebro adulto, hecho que se ha demostrado contribuye a la patofisiologia de la depresion
(Sahay y Hen 2007),

Por otro lado, a pesar de que se tiene documentado el efecto antidepresivo de la EMTr, (tal
como lo demostramos en este trabajo) se conoce de manera parcial, el efecto pro-neurogénico
de la EMTr. Si bien, hay algunos trabajos que exploran esta area (Chen et al. 2015), los datos
referente a ello son escasos y dirigidos unicamente a la EMTr a altas frecuencias, por lo que
resulta importante generar mas informacion acerca de la relacion que tiene la neurogénesis
hipocampica en el efecto antidepresivo de este tipo de intervencion a frecuencias minimas (5
Hz) debido a las ventajas clinicas que la EMTr a 5 Hz genera, tal como ya se menciond
anteriormente. Es por ello que el objetivo de esta segunda fase de experimentacién es evaluar
el proceso de neurogénesis hipocampal asociado al efecto antidepresivo de la EMTra 5 Hz en

un modelo de depresién inducido por ECI en ratones Balb/C.

2. Material y métodos.

Para cumplir con el objetivo propuesto en esta fase de experimentacién, se emplearon los
ratones Balb/C que se utilizaron en las pruebas conductuales de la primera fase de este trabajo,
estos ratones fueron eutanizados mediante decapitacién, dos horas después de la prueba de
NF. Posteriormente se obtuvieron sus cerebro los cuales fueron seccionado en forma coronal y
transversal para obtener cortes con hipocampos ventrales y dorsales de 40 ym de grosor
siguiendo el método propuesto por Egeland y colaboradores (Egeland et al. 2017).
Posteriormente, se realizaron inmunohistoquimicas para marcar células positivas a
Doblecortina (DCX), un marcador de neuronas inmaduras, y a la proteina Ki67, un marcador de
proliferacion celular. division celular. Finalmente, los cortes fueron montados en portaobjetos
gelatinizados, y fueron observados al microscopio para cuantificar el numero de células
positivas a Ki67 y a DCX. Estas ultimas fueron clasificadas de acuerdo a su morfologia, segun
lo reportado por Plumpe y colaboradores (Plumpe et al. 2006). Los datos obtenidos de estos

experimentos son los siguientes:
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3. Resultados preliminares.

DCX como marcador de neuronas inmaduras.

Los datos obtenidos de esta primera inmunohistoquimica muestran que existe una disminucion
en el numero total de células positivas a DCX en los ratones que fueron expuestos al protocolo
de ECI sin ningun tipo de intervencion terapéutica, a comparaciéon del grupo Ctrl (p < 0.05),
mientras que, por el contrario, los ratones tratados con FIx aumentan el numero total de células
positivas a DCX, en comparacién con el grupo ECI (p< 0.001), e inclusive, en comparacion que
el grupo Ctrl (p = 0.05). Un efecto similar se observa con los ratones que recibieron la EMTr, en
los cuales existe un aumento en el numero total de células positivas DCX, a comparacion del
grupo ECI (p = 0.05). y Ctrl. (p < 0.05), tal como se puede observar en la Figura 1. ANOVA una
via. F (5,23)= 6.294, p = 0.0008.
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Fig. 1. Células totales positivas a DCX por tratamiento en ratones Balb/C. (F 5 24 = 6.025, p= < 0.0010). ANOVA

una via, Newman Keuls, a = 0.05, n=6

Referente al numero de células positivas a DCX cuantificadas por region del hipocampo (ventral

y dorsal), los resultados obtenidos muestran que existe un aumento significativo de células
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positivas a DCX en el hipocampo dorsal de los ratones tratados con FIx (p< 0.001) y con EMTr
(p = 0.05), pero no en los demas grupos, aunque se muestra una tendencia al incremento de
estas células en el hipocampo dorsal. Por otro lado, al comparar el numero de células positivas
a DCX en el hipocampo ventral entre los distintos grupos experimentales, no se observan
diferencias significativas. Mientras que, al compararlo en el hipocampo dorsal, encontramos que
los ratones tratados con Flx incrementan el nimero de células positivas a DCX a comparacion
del grupo ECI (p< 0.001) y Ctrl (p< 0.01). De igual manera, se observé un aumento en el numero
de células positivas a DCX en esta regidon hipocampal, por parte del grupo EMTr a comparacion
del grupo ECI (p = 0.05), tal como se puede observar en la Fig. 2. ANOVA de dos vias F (553)=
1.738, p = 0.1421.
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Fig. 2. Células positivas a DCX por region hipocampal en ratones Balb/C. HV: Hipocampo ventral, HD:
Hipocampo dorsal. (F 5,54 = 1.495, p= 0.2067). ANOVA dos vias, Newman Keuls, a = 0.05, n=6
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Fig. 3. Fotografias inmunohistoquimica DCX 1:2000 de los diferentes grupos experimentales. |zquierda: hipocampo
ventral (HV). Derecha: hipocampo dorsal (HD). El recuadro rojo indica la zona donde el campo fue ampliado a 40x y la flecha

roja indica el marcaje a DCX.

Respecto a la clasificacion de estas células positivas a DCX en categorias (Categoria uno :
soma sin ramificaciones o con pocas neuritas, categoria dos: célula con axén, pocas dendritas,
y categoria tres: célula con multiples ramificaciones, axén y arbol dendritico bien definido) los
datos muestran que la categoria uno es la mas abundante en la mayoria de los grupos, a
comparacion de las categorias dos y tres (Ctrl C1 vs Ctrl C2: p <0.05, Ctrl C1 vs Ctrl C3: p <
0.05, FIx C1 vs FIx C2: p< 0.0001, FIx C1 vs FIx C3: p< 0.01, EMTr C1 vs EMTr C2: p< 0.0001,
EMTr C1 vs EMTr C3: p< 0.01, EMTr+FIx C1 vs EMTr+FIx C2: p < 0.05) a excepcion de los
grupos ECIl y Sham, donde el numero de células positivas a DCX de las tres categorias parece
ser similar. Por otro lado, estos datos también nos demuestran que existe un aumento en el
numero de células positivas a DCX de la categoria uno, por parte de los ratones tratados con
FiIx, a comparacion del grupo ECI (p< 0.001) y Ctrl (p < 0.05). De igual manera, también se
puede observar que el grupo FIx ademas aumenta el numero de células positivas a DCX de la

categoria tres, a comparacion del grupo ECI (p< 0.001)
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Un efecto similar se observa en los ratones tratados con EMTr, los cuales incrementan el
numero de células positivas a DCX de la categoria uno, pero no de las demas categorias, a
comparacion de los ratones del grupo ECI (p< 0.01). ANOVA de dos vias. F (10,83 = 1.168,
p=0.3242.
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Fig. 4. Izquierda. Células positivas a DCX clasificadas por categoria morfolégica en ratones Balb/C (Modificado de Ortiz-
Lopez, Pérez-Beltran, y Ramirez-Rodriguez 2016). Derecha. Imagenes representativas de cada una de las categorias
morfolégicas. C1: Categoria uno (soma sin ramificaciones), C2: Categoria dos (Soma con axén y pocas dendritas), C3:
Categoria tres (Soma con axén y arbol dendritico bien desarrollado). (F 10,85 = 1.339, p= 0.2234). ANOVA dos vias, Newman
Keuls, a = 0.05, n=6

Ki67 como marcador de proliferacion celular.

Los resultados obtenidos de la inmunohistoquimica con Ki67 nos muestran que existe una
reduccion en la proliferacion celular en los ratones que fueron expuestos a estrés sin ningun
tratamiento, a comparacion de los ratones Ctrl (p< 0.01), y que esta reduccién en la proliferaciéon
celular se ve revertida por la FIx (p < 0.05). y por la EMTr (p< 0.0001). De igual forma, nuestros

datos muestran que existe un aumento en la proliferacion celular en el grupo tratado con Flx, a
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comparacion del grupo vehiculo (p < 0.05), y en el grupo tratado con EMTr a comparacién del
grupo Sham (p< 0.001), tal como se puede observar en la figura 5. ANOVA una via. F ,32) =
9.816, p < 0.0001.

20 *kkk

*khk

*kk

Células positivas Ki67 Total
=

Ctrl ECI FlIx NaCl EMTr Sham EMTr+FlIx

Fig. 5. Células totales positivas a Ki67 por tratamiento en ratones Balb/C. (F 533 = 9.474, p= < 0.0001). ANOVA una via,
Newman Keuls, a = 0.05, n=6

Respecto al numero de células positivas a Ki67 por regiéon del hipocampo, los resultados
obtenidos sefalan que existe un incremento en la proliferacién celular en el hipocampo dorsal,
a comparacion del hipocampo ventral, en los ratones tratados con EMTr (p< 0.01). Mientras que
en los demas grupos se puede observar una tendencia similar. Sin embargo, este aumento no
es estadisticamente significativo. En cuanto al numero de células positivas a Ki67 en el
hipocampo ventral, nuestros datos muestran que existe una disminucion en la proliferacion
celular en los ratones del grupo ECI, a comparacién de los ratones del grupo Ctrl (p < 0.05), y
que este efecto se ve revertido por la FIx (p £0.05), y la EMTr (p< 0.01). De igual forma, también
encontramos que existe un aumento en el numero de células positivas a Ki67 en el grupo FIx,
a comparacion del grupo NaCl, (p < 0.05), y en el grupo EMTr, a comparacién del grupo Sham
(p= 0.01). En cuanto al numero de células positivas a Ki67 en el hipocampo dorsal, nuestros
datos indican que existe un decremento en la divisién celular en los ratones expuestos
unicamente al protocolo de ECI, a comparacion de los ratones Ctrl (p< 0.01), y que esta
disminucion en la division celular se ve revertida por la EMTr (p< 0.0001), pero aparentemente

no por la FIx. Finalmente, también encontramos un incremento en el numero de células positivas
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a Ki67 en el grupo EMTr, en relacién con el grupo Sham (p< 0.0001), tal como se puede observar
en la figura 6. ANOVA de dos vias. F ,61) = 0.3835, p = 0.8868.
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Fig. 6. Células positivas a Ki67 por region hipocampal en ratones Balb/C. HV: Hipocampo ventral, HD: Hipocampo dorsal.
(F 6,62 = 0.4395, p= 0.8496). ANOVA dos vias, Newman Keuls, a = 0.05, n=6
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Fig. 7. Fotografias inmunohistoquimica Ki67 1:1500 de los diferentes grupos experimentales. Izquierda: hipocampo
ventral (HV). Derecha: hipocampo dorsal (HD). El recuadro rojo indica la zona donde el campo fue ampliado a 40x y la flecha

roja indica el marcaje a Ki67.

4. Conclusiones preliminares.

Los datos obtenidos de estas primeras inmunohistoquimicas apuntan a que la EMTr a 5Hz, asi
como la FIx, aumentan la proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo, asi como que
también presentan un efecto pro-neurogénico y que coincide con los datos conductuales
obtenidos en las pruebas anteriores y que da indicios de que la neurogénesis en el hipocampo

puede estar involucrada en el efecto antidepresivo de la EMTr a 5 Hz.

Estos primeros datos también sugieren que la exposicion constante al estrés produce una
disminucién en la neurogénesis hipocampal y en la proliferacion celular, y que este efecto puede
estar relacionado con la generacion de conductas tipo depresivas inducidas por el protocolo de
ECI.

Por otro lado, nuestros datos también indican que la mayoria de las células positivas a DCX

que fueron cuantificadas, pertenecen a la categoria uno (neuronas en sus primeros estadios),
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de igual manera, parece ser que el efecto pro-neurogénico de la FIx como de la EMTr, afecta
principalmente a esta poblacidn de células, aunque cabe resaltar que la FIx también incrementa

el numero de células positivas a DCX pertenecientes a la categoria tres.

Respecto al numero de células positivas a DCX y Ki67, de acuerdo con las diferentes regiones
del hipocampo, nuestros datos sugieren que el efecto pro-neurogénico generado por la FIx y la
EMTr se da principalmente en el hipocampo dorsal, al igual que el efecto positivo de la EMTr

en el aumento la proliferacion celular.

Finalmente, se reconoce las limitaciones de estos primeros datos, ya que se requiere el empleo
de mas marcadores que nos permitan identificar distintos estadios celulares y fases de la
neurogénesis, tales como NeuN para neuronas maduras, Calvindina para integracion sinaptica,
CldU para sobrevivencia y c-fos para activacion neuronal. Aunado a ello también se propone
analizar otros componentes celulares relacionados con la depresion, tales como las células
gliales. De esta manera podremos obtener una perspectiva mas amplia acerca de como la EMTr
a 5 Hz es capaz de modular la neurogénesis hipocampal, asi como la activacion de la microglia,

astrocitos y oligodendrocitos, para explicar su efecto terapéutico en la depresion.
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