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La estimulacién electromagnética atenua
el comportamiento depresivo inducido
por 6-hidroxidopamina en rata

José de Jesus Morales-Sandoval,* Oscar Uriel Garcia-Rivera,* Danae Alejandra Judrez-Dominguez, *
Jacqueline Moreno-Fitz,* Idalia Medina-Salazar,* David Elias-Vihas,** Leticia Verdugo-Diaz*

RESUMEN

Introduccién: Recientemente, los campos electromagnéticos de extrema baja frecuencia (CEM-EBF) han recibido consi-
derable atenci6n debido a su potencial efecto terapéutico. En particular, los CEM se aplican en algunos tipos de trastornos
depresivos, pero también se ha documentado su utilidad en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Para la
enfermedad de Parkinson (EP) y sus alteraciones depresivas, existen pocos reportes del efecto que pueda ejercer la esti-
mulacién electromagnética. Objetivo: Evaluar el efecto antidepresivo de la exposicion a CEM-EBF mediante la prueba de
nado forzado (NF) en un modelo animal de la EP. Material y métodos: Se indujo hemi-Parkinson en ratas Wistar con la
neurotoxina 6-OHDA. En animales intactos, con falsa lesion y lesionados se aplicé durante diferentes periodos estimulacién
con CEM-EBF (2.4 mT, 2 horas/dfa). Los periodos de estimulacién fueron dos, cuatro o seis meses. Al finalizar los periodos
correspondientes se realizé la prueba de NF en todos los animales, con la finalidad de medir parametros depresivos. Los
parametros medidos fueron: latencia, nimero y tiempo de inmovilidad. Al finalizar las pruebas de NF, se sacrificé a los
animales y se procesaron sus cerebros con una inmunohistoquimica contra tiroxina hidroxilasa (TH) para corroborar la
correcta lesion. Resultados: Los animales intactos y con falsa lesién no mostraron diferencias en los parametros medidos
por la aplicacion de CEM-EBF ni por los periodos de estimulacién. Los animales con hemi-Parkinson que recibieron estimu-
lacién electromagnética disminuyeron en forma significativa el tiempo de inmovilidad en comparacién con los animales con
6-OHDA. Conclusiones: En el modelo animal de la EP, la estimulacion con CEM-EBF disminuye la depresién medida por
la prueba de nado forzado a los cuatro meses de tratamiento. Por lo tanto, el efecto de los CEM-EBF depende del tiempo
de estimulacion en el modelo de hemi-Parkinson estudiado.

Palabras clave: Campos electromagnéticos, conducta depresiva, enfermedad de Parkinson, inmovilidad, modelo animal,
nado forzado.

ABSTRACT

Introduction: Recently, extremely low frequency electromagnetic fields (EMF-EBF) have received considerable attention
because of their potential therapeutic effect. In particular, EMFs are applied in some types of depressive disorders, but
their usefulness in the treatment of other neurodegenerative diseases has also been reported. However, there are few
reports of the effect of electromagnetic stimulation on Parkinson’s disease (PD) and its association depressive disorder.
Objective: Evaluate the antidepressant effect of EMF-EBF exposure in an animal model of PD through Forced Swim Test
(FST). Material and methods: Hemi-Parkinson was induced in Wistar rats with 6-OHDA. EMF-EBF (2.4 mT, 2 hours/day)
was applied during different periods to animals (intact, with false lesion and with lesion). The periods of stimulation were 2,
4 or 6 months. At the end of the corresponding periods, the NF test was performed on all the animals in order to measure
depressive parameters. The measured parameters were: latency, number and time of immobility. At the end of the FST,
the animals were sacrificed and their brains were processed with an immunohistochemistry against thyroxine hydroxylase
(TH) to corroborate the correct injury. Results: Both groups intact and with false lesions did not show differences on the
parameters measured, either by the application of EMF-EBF or by periods of stimulation. Animals with hemi-Parkinson that
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received electromagnetic stimulation significantly decreased latency and elevated immobility time. The electromagnetic
treatment significantly decreased the immobility time in animals with 6-OHDA. Conclusions: EMF-EBF decreases the
depression measured by the forced swimming test at four months of treatment in the animal model of PD. Therefore, the
effect of EMF-EBF depends on the time of stimulation in the model of hemi-Parkinson studied.

Key words: Animal model, depressive behavior, electromagnetic fields, forced swimming, immobility, Parkinson’s disease.

INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la pérdida de neuro-
nas dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta
(SNpc), la deficiencia de dopamina resultante conduce a
trastornos del movimiento caracteristicos. La EP se asocia
también con numerosos sintomas no motores, entre los
mas prevalentes se encuentra el trastorno depresivo.! Esto
se traduce en una reduccién de la calidad de vida, ma-
yores niveles de dependencia y aumento de la carga del
cuidador.? Aunque los tratamientos farmacoldgicos para
la EP estan bien establecidos, la mayoria suelen fracasar o
generar resistencia,* haciendo que los sintomas motores
persistan, o bien, que el trastorno depresivo progrese en
un trastorno depresivo mayor.*® Existen terapias alterna-
tivas o coadyuvantes al tratamiento farmacolégico para la
EP como los campos electromagnéticos de extrema baja
frecuencia (CEM-EBF). En modelos animales se reportan
aplicaciones de los CEM-EBF en diversas enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la ER®” Por otra parte,
la estimulaciéon magnética transcraneal se utiliza como
un tratamiento eficiente para el trastorno depresivo
en pacientes refractarios al tratamiento farmacolégico
convencional

Los modelos animales han sido de gran ayuda en la
investigacion biomédica, ya que permiten investigar mul-
tiples aspectos de muy diversas enfermedades. En parti-
cular, en la enfermedad de Parkinson se ha descrito que
la lesién en ratas con la neurotoxina 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) en forma unilateral en la via nigroestriatal,
permite evaluar diversas conductas motoras relacionadas
con la ER?1% Para medir los componentes depresivos
se han descrito diversas pruebas, en particular el nado
forzado es ampliamente utilizado.""2 Sin embargo, el
efecto de los CEM-EBF en la depresién en los modelos de
la EP ha sido poco explorado, sobre todo con la prueba
de nado forzado. Asi, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto antidepresivo de la exposicion
a CEM-EBF mediante la prueba de NF en un modelo
animal de la EP.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un
peso de 180-200 g al iniciar el experimento, distribuidas
en grupos de dos animales por caja de acrilico (16 x 37
x 18 cm) bajo las mismas condiciones de temperatura
(20-22 °Q), ciclos de luz:oscuridad (12:12), comida y
agua a libre demanda. Los protocolos cumplieron con lo
establecido por el Comité de Ftica e Investigacién de la
Facultad de Medicina de la UNAM, previa autorizacién
de este proyecto, basada en la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999)."3

Modelo animal de la enfermedad de Parkinson
(EP)

El modelo de la EP fue realizado de acuerdo con
lo propuesto en estudios previos.” La lesion se produjo
mediante la inyeccién de 4 pL de 6-OHDA (2 mg de
6-OHDA + 10 mg de acido ascérbico disueltos en 2
mL de solucién salina), con cirugia estereotdxica en via
nigroestriatal derecha (coordenadas: anteroposterior
= 2.8, lateral = -1.5 y ventral = -8.8)." Una semana
posterior se realizaron pruebas de giro inducidas con
apomorfina para confirmar la lesion, los animales que
no tuvieron mas de 100 giros contralaterales a la lesion
fueron descartados del estudio.'® En los grupos de falsa
lesién (sham) Gnicamente se inyect6 el vehiculo, pero no
la neurotoxina (solucién salina).

Giros inducidos por apomorfina

La prueba se evalué colocando cada rata en un cilindro
de plastico (didametro 40 cm y 20 cm de alto) posterior a la
administracién intraperitoneal con apomorfina a una dosis
de 0.2 mg/kg. Después de cinco minutos de la inyeccién
se inici6 la evaluaciéon durante 30 minutos del nimero
total de giros realizados por el sujeto de experimentacién
hacia el lado contrario de la lesién (contralaterales), menos
aquéllos hechos hacia el lado de la lesién (ipsilaterales).
Los resultados se presentan como el porcentaje de cambio
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con respecto al niimero de giros obtenidos en la prueba
basal, considerando éstos como el 100%.'°

Exposicion a CEM-EBF

El CEM-EBF fue generado por un par de bobinas
en configuraciéon Helmholtz (didmetro interior 30 cm)
compuesto de alambre de cobre (18-gauge, 350 vueltas)
disenadas y construidas en el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados, IPN (Ciudad de México)."” Las bobinas
fueron energizadas con una corriente sinusoidal de 60 Hz,
produciendo un campo homogéneo. El campo magnético
alterno generado tenfa una induccién magnética prome-
dio de 2.4 mT, medido con un gaussimetro (Alpha-Lab,
Salt Lake City, UT, USA). Las lineas de fuerza magnética
atravesaban el cuerpo del animal en forma transversal. El
campo magnético ambiental no excedi6 el valor de 0.4 mT.

La exposicion a CEM-EBF se realiz6 dos horas diarias
durante los meses de estudio de acuerdo con los grupos
correspondientes. La caja de acrilico donde normalmente
vivian los animales, sin su tapa metalica, se introdujo en
medio del par de bobinas durante los periodos de esti-
mulacién. La temperatura dentro de las cajas fue 23.4 +
0.4 °C, dicho parametro permaneci6 constante durante
las dos horas de estimulacién.

Sujetos de experimentacion
Se utilizaron tres grupos diferentes de 24 ratas cada

uno, cada grupo con un periodo de estimulacion diferente
(grupo T a dos meses; grupo 2 a cuatro meses y grupo 3 a

CEM-EBF
2 h/dia
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seis meses) con la finalidad de medir la conducta depre-
siva en diferentes variantes de tiempo con la exposicion
a CEM-EBF. A su vez, cada grupo se subdividi6 en seis
subgrupos: animales intactos (C), C + CEM, Sham, Sham
+ CEM, lesionados (6-OHDA) y lesionados + CEM.

Después de 15 dias de la cirugfa, los grupos corres-
pondientes fueron expuestos a CEM-EBF dos horas al dia
durante dos, cuatro y seis meses, dependiendo del grupo,
al término de los meses de exposicién se realizé la prueba
de nado forzado (Figura 1).

Prueba de nado forzado (NF)

La prueba de NF es una técnica que originalmente se
utiliza para la valoracién de los efectos de los farmacos
antidepresivos,'® esta prueba consiste en evidenciar la
depresion en los animales de experimentaciéon mediante
un NF en un cilindro transparente lleno de agua donde
el sujeto no puede eludir la prueba, pero tampoco puede
tocar el suelo del contenedor, el agua debe estar entre los
22-24 °C para evitar estrés adicional por temperaturas de
ambos extremos, y el agua debe cambiarse por cada suje-
to. Se considera que existe un cuadro depresivo cuando el
sujeto presenta una condicion de desesperanza, es decir,
que se queda inmovil tras intentar escapar y nadar vigo-
rosamente.'® Cuanto mayor sea el tiempo de inmovilidad,
hay mayor certeza de que el sujeto curse con depresion.
En esta prueba se entiende como inmovilidad que el sujeto
esté inerte (flotando) en el agua con movimientos minimos
para apenas mantenerse a flote, o bien, que se encuentre
recargado sobre una de las paredes del contenedor.

Inicio de
estimulacion

Ratas Wistar
macho (ocho
semanas)

o 10 dias 15 dias

Grupo 1

dos meses

Grupo 2

cuatro meses

Grupo 3

seis meses

=

Prueba de giro
inducida por
apomorfina

.

Prueba de nado forzado

Lesion con
6-OHDA

72

lj
l A/Sacriﬁcio
Figura 1.

Diserio experimental.



MEDICO

Rev Hosp Jua Mex 2019; 86(2): 70-77

Morales-Sandoval J] y cols. La estimulacion electromagnética atenda el comportamiento depresivo inducido por 6-hidroxidopamina.

La prueba se realiz6 en dos partes: una pre-prueba
de 15 minutos de NF y 24 horas, después se aplicé la
misma prueba de NF durante cinco minutos, ambas
pruebas fueron videograbadas para su posterior analisis.
Los parametros analizados en esta prueba fueron tres: 1.
Tiempo de latencia (TL): que se define como el tiempo
transcurrido desde el inicio de la prueba hasta la primera
inmovilidad; 2. Tiempo de inmovilidad (TI): que se defi-
ne como el tiempo total en segundos que el sujeto pasé
inmévil durante la prueba y 3. Ndmero de inmovilidades
(NI): que representa la suma de todas las inmovilidades
registradas en la prueba.™

Cabe sefalar que algunos autores consideran que la
estimulacion electromagnética por largos periodos puede
inducir estados depresivos, por lo que propone medir los
pardmetros tanto en la pre-prueba como en la prueba.’
Asf, nosotros los medimos en ambos periodos.

Histologia e inmunohistoquimica contra
tiroxina hidroxilasa (TH)

Al finalizar los experimentos, los animales se perfundie-
ron y sus cerebros se procesaron para observar por medio
de una inmunohistoquimica contra tirosina hidroxilasa el
dafo inducido por la neurotoxina.

Los sujetos se anestesiaron intraperitonealmente con
100 mg/kg de pentobarbital sédico y se perfundieron a
través del ventriculo izquierdo del corazén, con 300 mL
de solucién salina (PBS, pH 7.2) seguidos de 300 mL de
paraformaldehido al 4% en PBS, pH 7.2; concluido lo
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anterior, se decapitaron y removieron los cerebros del
craneo, los cuales se depositaron en el fijador para su
posterior corte. El tejido fue protegido en solucién de
sacarosa al 30% por 48 horas. Con un criostato (Leica
CM 15105) se realizaron cortes coronales de 20 um en la
region del cuerpo estriado y la sustancia negra. Se efectué
una inmunohistoquimica con el anticuerpo policlonal
anti-TH 1:200 (Santa Cruz Biotechnology) y se detect6
la reaccién usando el kit Vectastain ABC (Rabbit 1gG,
Elite pK-6101). Este procedimiento tuvo como finalidad
corroborar la correcta lesién anatémica de los sujetos de
experimentacion.

Analisis estadistico

Para la estadistica de las pruebas conductuales se
us6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y como
postprueba Tukey. El paquete estadistico utilizado fue
GraphPad Prism 6. Los resultados fueron expresados como
la media aritmética + desviacién estandar (DE) para los pa-
rametros de la prueba de nado forzado y el error estandar
de la media (EEM) para la prueba de giros inducidos. La
significancia estadistica fue realizada con una p < 0.05.

RESULTADOS

Los animales con falsa lesién y lesionados con 6-OHDA
fueron evaluados cada mes con la prueba de giro inducida
por apomorfina (Figura 2). Como puede observarse en la
grafica, los dos grupos sham no varfan su niimero de giros

*
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Figura 2. Giros inducidos por apomorfina. A. Promedio * E.E.M. del porcentaje de cambio de los giros hacia el lado contralateral a
la lesién antes de iniciar la estimulacién (basal) y cada mes después de la estimulacién diaria con CEM-EBF. El valor basal se conside-
ré6 como 100% para cada grupo. ANOVA de una via y post hoc Kruskal-Wallis. * p < 0.05 grupo 6-OHDA versus 6-OHDA + CEM.
B. Microfotografia a nivel de la sustancia negra y el drea ventral tegmental con inmunohistoquimica TH+ de un animal con lesién

unilateral con 6-OHDA. Escala de la barra negra en B = 200 pm.
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a lo largo de los seis meses de tratamiento. Los animales
lesionados con 6-OHDA aumentan el porcentaje de nd-
mero de giros a partir de los dos meses, alcanzando un
maximo a los 150 dfas postlesion. Los animales lesionados
que recibieron CEM-EBF presentan fluctuaciones en este
parametro, mostrando diferencias significativas a los 90 y
150 dias con respecto al grupo de lesiéon no estimulado
(p < 0.05).

Al finalizar el experimento, los animales se perfundie-
ron y sus cerebros se procesaron para observar por medio
de una inmunohistoquimica contra tiroxina hidroxilasa el
dano inducido por la 6-OHDA. En la figura 2B se muestra
un ejemplo a nivel de la sustancia negra y el area ventral
tegmental de un animal con lesién unilateral. En esta mi-
crofotografia se observa la falta de inmunorreaccién en el
lado lesionado. No observamos diferencias significativas
en el marcaje entre los grupos con falsa lesion y sham +
CEM. Los animales lesionados con 6-OHDA y sometidos
a estimulacién electromagnética muestran un marcaje
similar a los animales lesionados, es decir, no se observaron
diferencias entre ambos grupos.

A) dos meses B)

200 200

Segundos
—_ —
o «
o o

cuatro meses
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El principal parametro que define el estado depresivo
en la prueba de nado forzado es el tiempo de inmovilidad.
Al medir este parametro en la preprueba no se encontra-
ron diferencias entre ninguna de las condiciones (datos
no mostrados).

En la prueba de nado forzado, los animales lesionados
con 6-OHDA aumentan su tiempo de inmovilidad a los
dos, cuatro y seis meses (Figura 3). A los dos meses de edad,
la diferencia es significativa en comparacién con el grupo
control (p < 0.05). A los cuatro y seis meses, el andlisis
de ANOVA mostré diferencias entre el grupo lesionado y
todos los demés (F(319) = 3.412, p < 0.05, F(3,9) =4.447,
p = 0.0406, respectivamente). Los animales lesionados
que recibieron estimulacién electromagnética disminu-
yeron este parametro en comparacién con los grupos
lesionados. El nimero de inmovilizaciones en la prueba de
NF no mostré diferencias significativas a ningtin periodo,
ni tampoco entre los grupos experimentales (Cuadro 1).

Los resultados del tiempo que tardan en mostrar la
primera inmovilidad, i.e. la latencia, se describen en la
figura 4. A los seis meses no se encuentran diferencias
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Figura 3. Efecto de la estimulacién con CEM-EBF en el tiempo de inmovilidad de la prueba de nado forzado. La lesién con 6-OHDA
induce aumento de inmovilidad a los dos, cuatro y seis meses. Los valores son el promedio + DE * p < 0.05 versus control en Ay

versus todos los otros grupos en By C.

Cuadro 1. Efecto de la estimulacién con CEM-EBF en la prueba de nado forzado.

Meses de tratamiento Control C + CEM Sham Sham + CEM 6-OHDA 6-OHDA + CEM
2 7.5+ 2,1 8.0=*1.4 80+7.0 9.0 £ 6.6 3.8 +35 4.5 +5.7
4 5.3*x3.2 6.5*49 6.0 =+ 4.2 7.5 2.1 10.0 = 2.1 5.0x 20
6 4.7 = 0.6 6.5 0.7 3.3 +0.6 47 2.3 7.5 21 40=+2.38

Namero de inmovilizaciones en 5 minutos. Promedios + desviacion estandar.
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significativas entre los grupos. El mayor cambio se obser-
v6 a los cuatro meses del grupo lesionado con 6-OHDA
respecto a los otros grupos control y sham (F 5 o) = 3.961,
p = 0.0354). Al cabo de dos meses esta diferencia ya se
presentaba, pero con menor significancia y s6lo contra
el grupo control. La estimulacién electromagnética no
produjo ningln cambio significativo en ningln grupo.

DISCUSION

El presente estudio se realizé con el fin de examinar las
respuestas conductuales de tipo ansiolitico y depresivo en
el modelo animal de hemi-Parkinson en ratas y el efecto
en estas respuestas de la estimulacion con CEM-EBF a
largo plazo (seis meses). En diversos reportes se considera
que la lesién con 6-OHDA en la via nigroestriatal induce
conductas de tipo depresivo y ansiedad.?°

La prueba de nado forzado es una prueba conductual
econémica, confiable y sensible que detecta la posible
actividad antidepresiva de nuevas terapias.?! Los datos
obtenidos en el presente estudio mostraron que la inyec-
cién unilateral en la via nigroestriatal de 6-OHDA aumenta
significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba
de nado forzado, un parametro conductual indicativo de
la depresion.?2 Estos datos son similares a reportes pre-
vios.?3-2% Este aumento se observé durante todos los meses
de la lesién. Resultado que se correlaciona con la lesién,
como se demostré en los giros inducidos por apomorfina
y en la inmunohistoquimica contra TH.

El tratamiento con CEM-EBF en animales control o con
falsa lesién en este estudio, no tuvo efecto en ninguno
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de los parametros estudiados (latencia, tiempo y niimero
de inmovilidades). Esto ya ha sido reportado por otros
autores.?® Lai y cols. (2016) al exponer ratas adultas a
50 Hz/100 uT durante 24 semanas, mostraron que las
conductas depresivas no cambian en la prueba de NF y
otras pruebas realizadas.?”

La terapia con estimulaciéon electromagnética ha
sido propuesta como un tratamiento antidepresivo.8 En
modelos animales de depresion, la estimulacion mag-
nética transcraneal ha mejorado diversos pardmetros
conductuales en pruebas relacionadas con la ansiedad y
la depresion.2829 Especificamente en la prueba de nado
forzado, la estimulaciéon magnética repetitiva reduce el
tiempo de inmovilidad en las frecuencias de 15y 25 Hz.??

En el presente estudio el tratamiento por largos pe-
riodos con CEM-EBF en el modelo animal de la EP tam-
bién tuvo efectos antidepresivos. En particular, éste es el
primer reporte que muestra la disminucién en el tiempo
de inmovilidad inducido por el tratamiento con campos
electromagnéticos en ratas lesionadas con 6-OHDA.

Otros tratamientos antidepresivos han sido reciente-
mente probados en el modelo animal de hemi-Parkinson
como alternativas novedosas a la terapia farmacolégica.
Por ejemplo, la electroacupuntura a 100 Hz mejor6 los
sintomas depresivos en el modelo de EP en rata.?” La
estimulacion eléctrica profunda bilateral en ratas hembras
con lesién unilateral de 6-OHDA, revirti6 las conductas
de anhedonia (falta de actividad fisica) y desesperanza
(inmovilidad) que se correlacionan con el estado depresivo
en la EP39 Algunos de estos reportes sugieren los posibles
mecanismos de accién, los cuales incluyen la participacion

A) dos meses B) cuatro meses C) seis meses
100 7 100+
80 A 100 80+
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Figura 4. Efecto de la estimulacion con CEM-EBF en la latencia en la prueba de nado forzado. La lesién con 6-OHDA induce dismi-
nucién de la latencia en los animales lesionados a los dos y cuatro meses (A'y B). A 6 meses (C) la lesién con 6-OHDA+CEM-FEB
no muestra diferencias significativas respecto a los otros grupos. Los valores son el promedio + D.E. *p < 0.05 versus control en A
y versus los otros grupos en B.
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de factores neurotréficos como el factor neurotréfico deri-
vado de cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), el cual ha
demostrado ser un regulador clave del desarrollo sinaptico
y de la plasticidad neuronal,2?3° la reduccion del estrés
oxidativo,?? etc. Consideramos necesario continuar con
este estudio para dilucidar los posibles mecanismos de
accion de la terapia electromagnética en el modelo de la EP.

Castagné y cols. consideran que la latencia a la pri-
mera inmovilidad puede ser un pardmetro que mejora la
deteccién de antidepresivos en la prueba de nado forza-
do.?" Sin embargo, en este experimento no encontramos
diferencias entre los animales lesionados y los lesionados
con el tratamiento electromagnético en ninguno de los
periodos estudiados. Existen pocos reportes que estudian
la latencia y, en particular, la diferencia con el estudio
de Castagne y los resultados obtenidos puede deberse
a los distintos animales usados (ratén versus rata) y/o los
periodos estudiados (inmediato versus meses).

Los resultados presentados en este reporte son no-
vedosos, ya que no han sido descritos previamente. En
general, la mayoria de los trabajos que realizan la prueba
de nado forzado en el modelo de hemi-Parkinson sélo
arrojan resultados a los 21 dias, los cuales se consideran
como estudios crénicos.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigaciéon demuestran que
el uso a cuatro meses de tratamiento con CEM-EBF ayuda
a mejorar la depresién, como lo comprobamos en el mo-
delo animal de la EP. Se propone ampliar la investigacién
y realizar otras variantes en cuanto a las frecuencias y el
tiempo de estimulacion, con la finalidad de establecer con
mayor precision cuéles serfan las dosis y el tiempo ideal
del tratamiento para poder obtener mejores resultados.
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