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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es un padecimiento neurodegenerativo que afecta las neuronas de la sustancia negra
pars compacta (SNc), provocando alteraciones motoras y no motoras. En la actualidad para el tratamiento de pacientes
con EP se aplica la Estimulacién con Campos Electromagnéticos (CEM), observandose cierta mejoria clinica. Sin
embargo, su mecanismo terapéutico subyacente sigue sin ser dilucidado. Los estudios en modelos animales de la EP se
han realizado por periodos cortos de estimulacién con CEM. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue investigar
los cambios en el comportamiento motor de ratas Wistar con hemiparkinson, tratadas con CEM de 60 Hz, 2 horas
diariamente durante 6 meses. Mensualmente se realizaron evaluaciones de conducta: rotacion inducida por apomorfina,
campo abierto, laberinto elevado en cruz y barra de equilibrio. Al finalizar el tratamiento se cont6 el nlimero de neuronas
dopaminérgicas en la SNc y se estimé su grado de pérdida. Los animales lesionados que recibieron CEM tuvieron una
ganancia de peso similar a los animales control. El tratamiento redujo la conducta de giro y mejor6 el equilibrio, sin
cambios significativos en la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas de la SNc. Estos resultados apoyan el uso de los
CEM de 60 Hz como una terapia complementaria que puedan ayudar a mejorar los sintomas motores de la enfermedad.
Palabras clave: ansiedad, equilibrio, hemiparkinson, locomocién, neuronas dopaminérgicas, rata.

Long-term treatment with electromagnetic fields in an animal model of Parkinson’s disease

ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease that causes motor and non-motor alterations induced by the loss
of neurons of substance nigra pars compacta (SNc) In clinical therapy, the use of pharmacological treatments to improve
symptoms is commonly used. Recently, non-pharmacological techniques are being developed. Such is the case for
Electromagnetic Field Stimulation (EMF). Although this treatment has already been used in PD patients, its underlying
therapeutic mechanism remains unclear. Studies in animal models of PD have been performed but only for short periods
of stimulation with EMF. This study aimed to investigate motor behavior in hemiparkinsonian Wistar rats treated with
EMF of 60 Hz (2.4 mT) 2 hours daily for six months. Behavioral evaluations such as apomorphine-induced rotation,
open field test, elevated cross maze, and balance beam were performed monthly. Also, immunoreactive dopaminergic
neurons were counted, and their degree of loss was estimated. The main results showed that lesioned animals treated
with EMF, did not differ in weight gain compared to control animals. Furthermore, magnetic treatment reduced turning
behavior and improved balance, without significant changes in the survival of SNc dopaminergic neurons. These results
support the use of EMF as an alternative therapy that could help to improve the motor symptoms of PD.
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INTRODUCCION
a Enfermedad de Parkinson (EP) es uno de los
trastornos neurodegenerativos mas frecuentes en
el mundo y se produce como resultado de la muerte
de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra pars compacta (SNc). Este padecimiento se caracteriza
por presentar ciertos trastornos motores, como el temblor en
reposo, bradicinesia y trastornos de la marcha (Miller, Suarez-
Iglesias, Seijo-Martinez & Ayan, 2020). En etapas avanzadas
pueden surgir sintomas cognitivos, conductuales, alteraciones
autonémicas y psiquiatricas; particularmente demencia y
depresion (Jankovic, 2008).

El uso de dopamina es un tratamiento eficaz, utilizado para
disminuir los sintomas de la EP; sin embargo, al usarlo durante
largo plazo se crea resistencia al medicamento. Un 24% de
los pacientes tiene fluctuaciones motoras, con un promedio
de 5.5 episodios “off” diarios, de 44 minutos con un total
diario de siete horas “off”” (Fabregues, Gironell, Rossello-
Jiménez & Regueras, 2017). Ademas, pueden aparecer con
mayor frecuencia sintomas psiquiatricos como alucinaciones,
apatia o ansiedad. En consecuencia, se han investigado
otros tratamientos para la EP como: las de tipo quirargico
(palidotomia), las estimulaciones invasivas (estimulacion
cerebral profunda) y no invasivas (estimulacion magnética
transcraneal) (Shukla & WVaillancourt, 2014). La terapia
electromagnética representa una opcion prometedora, ya que
promueve una mejoria en los sintomas motores y no motores
(Rektorova & Anderkova, 2017). La terapia electromagnética
se define como el uso de campos electromagnéticos variables
en el tiempo, que pueden inducir una corriente suficientemente
fuerte para estimular los tejidos adyacentes (Chervyakov,
Chernyavsky, Sinitsyn & Piradov, 2015).

En el 2016, se publicéd un meta-analisis sobre el uso de la
estimulacion magnética transcraneal para el tratamiento
de problemas motores de la EP, en esa publicacion fueron
seleccionados 21 estudios y en ellos se concluye que
esta terapia puede tener moderados efectos positivos en
los pacientes que la padecen (Shukla, et al., 2016). En
contraste, estudios epidemiol6gicos han reportado una
interaccion de la exposicion a los CEM con un aumento en
la incidencia de la EP (Gervasi, Murta, Decarli & Russo,
2019; Gunnarsson & Bodin, 2019). La divergencia entre los
resultados publicados sobre el efecto de los CEM y la EP
implica que éstos atin no son concluyentes y que deben de
ampliarse los estudios de exposiciones a largo plazo y con
diversos parametros de estimulacién.

Los campos electromagnéticos (CEM) de extrema baja
frecuencia pueden modificar a los neurotransmisores y
la conducta (Chance et al., 1995); asi como alterar la
excitabilidad de la corteza (Ni & Chen, 2015). La estimulacién
magnética por 21 dias produjo un aumento en los niveles de

las neurotrofinas y una mejora en las pruebas conductuales en
un modelo animal de la Enfermedad de Huntington (Tasset
et al., 2012). Sin embargo, es poco el conocimiento que se
tiene sobre el comportamiento motor en modelos animales
de la EP estimulados con los CEM. Umarao y colaboradores
demostraron que en ratas lesionadas con hidroxidopamina y
estimuladas durante una semana los efectos son benéficos en
la conducta alimenticia, el equilibrio y la postura (Umarao,
Bose, Bhattacharyya, Kumar & Jain, (2016). Ademas, un
aumento en la expresion cerebral de diferentes factores
de crecimiento ha sido reportado como resultado de la
estimulacion electromagnética (Lee et al., 2013), y han sido
relacionados con la neuroproteccion y supervivencia de las
neuronas (Arias-Carrion et al., 2004).

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, se
llevaron a cabo, en ratas con el modelo de hemiparkinson,
pruebas de conducta motora después de 2 meses de
estimulacion (2 h/dia) con CEM de 60 Hz. Los resultados
obtenidos mostraron cambios benéficos en la locomocion, el
equilibrio y reduccion de los pardmetros relacionados con la
ansiedad (Moreno-Fitz, Medina-Salazar, Chavez-Hernandez,
Elias-Vifias & Verdugo-Diaz, 2015). Sin embargo, con dos
meses de estimulacion varios de los parametros conductuales
solamente mostraron una tendencia a la recuperacion. Por lo
que en el presente estudio la incégnita fue si con un tiempo de
estimulacion mayor, seria méas evidente la mejoria motora. El
proposito de este estudio fue describir los efectos a largo plazo
(6 meses), con el tratamiento de CEM, en la conducta motora
y su relacion con la pérdida de neuronas dopaminérgicas en
la SNc de ratas Wistar con hemiparkinson.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 44 ratas macho de la estirpe Wistar, con peso
de 180-200 g. Las ratas tuvieron tres dias de adaptacién a las
condiciones del laboratorio. Se alojaron dos ratas por jaula de
acrilico (16 x 37 x 18 cm) en condiciones de temperatura (21-
23 °C), ciclos alternos de luz/oscuridad de 12 horas (07:00
encendido, 19:00 apagado), comida y agua a libre demanda.
Los animales fueron pesados semanalmente. Todos los
procedimientos fueron previamente aprobados por el comité
de ética e investigacion de la Facultad de Medicina de la
UNAM de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-
062-Z00-1999).

Lesion con 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

Los animales se anestesiaron con ketamina, xilacina y
acepromacina (66 mg, 0.26 mg y 1.3 mg/Kg de peso del
animal respectivamente) via intraperitoneal. Se colocaron
en un estereotaxico para ratas (Stoeling) y se localizd el
sitio de inyeccion de acuerdo con las coordenadas -3.5 mm
anteroposterior a Bregma, -1.5 mm lateral de la linea
media y -8.8 mm ventral de la superficie del craneo (Arias-
Carrion et al., 2004). Se aplicaron 4ulL de soluciéon con
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6-hidroxidopamina (6-OHDA 2 pg/uL en solucion de NaCl
al 0.9% mas acido ascdrbico al 0.5%). Para los animales con
falsa lesion (Sham) s6lo se inyectd el vehiculo.

Disefio experimental

Para evaluar el grado de denervacion nigroestriatal, se realizd
la prueba de giros inducidos por apomorfina 10 dias después
de la cirugia. S6lo se seleccionaron aquellos animales que
mostraron una tasa constante de giro con méas de 150 giros/
30 min contralateral al lado lesionado (Truong, Allbutt,
Kassiou & Henderson, 2006). Los animales se dividieron en
los siguientes grupos: ratas control sin tratamiento (C, n = 6),
control con estimulacién electromagnética (C + CEM, n = 6),
animales con lesién simulada (Sham, n = 6), Sham con CEM
(Sham + CEM, n = 6), lesionados con 6-OHDA (6-OHDA,
n =10) y lesionados con CEM (6-OHDA + CEM, n = 10). En
la Figura 1 se muestra un diagrama del disefio experimental.
El tratamiento con CEM se realiz6 diariamente 5 dias a la
semana de lunes a viernes, durante 6 meses.

Exposicion al campo electromagnético de frecuencia
extremadamente baja (CEM)

Laexposicional CEM se aplicd conundispositivo previamente
utilizado (Moreno-Fitz et al., 2015). EI CEM se gener6 con
un par de bobinas en configuracion Helmholtz de 30 cm
de didmetro interno, compuestas de alambre de cobre (350
vueltas) disefiadas y construidas en el Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados, IPN (Ciudad de México). Las bobinas
se conectaron en paralelo a un transformador ajustable de
120 V (Staco Energy Products). Se acoplé un osciloscopio
(Tecktronix 5103N) al sistema para monitorear la forma
sinusoidal de la onda magnética con frecuencia de 60 Hz. La
amplitud de la densidad del flujo magnético fue de 2.4 mT, que
se midid con un medidor manual Gauss/Tesla (Alpha Lab).
Estos parametros son comunmente utilizados por diversos
aparatos de magnetoterapia (Belyaev et al., 2016; Mattsson
& Simko, 2019). La temperatura en el interior de las camaras
de exposicién fue de 23.4 + 0.4 °C (Hygro-termometer Extech
Instruments, Waltham, MA), este pardmetro se mantuvo
constante durante las 2 horas de estimulacion. La exposicion
al CEM se realizd siempre entre las 9:00 y 13:00 h.

Pruebas conductuales

Se realizaron cuatro pruebas conductuales previas a la
estimulacion con el CEM (pre-CEM) y cada 30 dias después
de la estimulacién (post-CEM). Las pruebas se realizaron
entre las 10:00 y 15:00 h.

Giros inducidos por apomorfina

La prueba de giros se utiliza para verificar el grado del dafio
provocado por la lesidn con 6-OHDA (Allbutt & Henderson,
2007) y se llevé a cabo colocando cada rata en un cilindro
de pléastico (diametro de 40 cm y 20 cm de alto) posterior a
la administracién intraperitoneal de 0.2 mg/Kg de clorhidrato
de apomorfina (Sigma), disuelto en una solucién salina de
ascorbato al 0.1%. Después de 5 minutos de haber aplicado
la inyeccidn, se conté durante 30 minutos el nimero total de
giros hechos hacia ambos lados y se reportdé como el niamero
de giros contralaterales menos los ipsilaterales respecto a la
lesion (Truong et al., 2006). Esta prueba solo se efectud en
animales con falsa lesion y lesionados.

Barra de equilibrio

Esta prueba es util para valorar los déficits de locomocion, al
medir la bradicinesia, el balance y la inestabilidad postural
en modelos animales de la EP, con base en el tiempo que
tardan en atravesar la barra (Allbutt & Henderson, 2007). Los
animales se colocaron en el extremo de una barra de madera
de 1 cm de grosor y 100 cm de largo, elevada a 80 cm por
encima del piso. La jaula que habitaba la rata se colocé en el
otro extremo de la barra, como estimulo para que la cruzara. El
tiempo que tardo en atravesarla, se midié con un cronémetro,
siendo en el experimento el maximo permitido de ejecucion
de 2 minutos. Previo a esta prueba, se entrend a los animales
para que reconocieran la barra. El valor del tiempo promedio
considerado para cada prueba fue de 4 recorridos.

Laberinto elevado en cruz

La prueba del laberinto elevado se establecid para explorar
la ansiedad de los roedores (Horii, McTaggart & Kawaguchi,
2018) y consistio en colocar al animal en el centro del laberinto
en forma de cruz, que tiene 2 de sus brazos sin paredes (brazos
abiertos) y 2 con muros (brazos cerrados), elevado a 50 cm del

PRUEBAS PRE

‘ PRUEBAS POS-ESTIMULACION CEM (60 Hz, 2.4 mT/2h/dia) ‘

Test de apomorfina
| Pruebas | |

Test (s) de apomorfina

Pruebas conductuales

‘ conductuales

Lesion con
6-OHDA

Sdias 30 diasl 30dias l .......

cada mes: 6 meses
-Barra de equilibrio —
-Laberinto elevado » Perfusiony
------- -Campo Abierto l Conteo
neuronal

Figura 1. Disefio experimental. Elaboracion personal.
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suelo. EI comportamiento de los animales fue videograbado
durante 5 minutos. Los pardmetros evaluados en brazos
abiertos y en cerrados fueron: numero de entradas, tiempo de
permanencia, la proporcion de entradas y el nimero de heces
(Schmitt & Hiemke, 1998).

Campo abierto

Esta prueba se utiliza para medir la locomocion, conductas
depresivas y de ansiedad (Picazo et al., 2009). El experimento
consistié en videograbar por 15 minutos el comportamiento
de la rata, al colocarla en el centro de una caja de acrilico
negro (90 cm x 90 cm x 30 cm de altura), dividida por lineas
en cuadrados de 15 x 15 cm. En esta evaluacion se registraron
los siguientes datos: distancia total recorrida en centimetros,
tiempo de inmovilidad, nimero de toques con las patas
delanteras en las paredes laterales y nimero de heces (Schmitt
& Hiemke, 1998). Estos parametros nos reflejan la ansiedad
del animal por buscar una salida, la cual incrementa en los
modelos de hemiparkinson.

Inmunohistoquimica y conteo neuronal

Al final de los 6 meses de estimulacion, los animales fueron
profundamente anestesiados con pentobarbital sédico (35
mg/Kg) y perfundidos trascardialmente con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS, 0.02 M, pH = 7.2) seguido
de una solucidn al 4% de paraformaldehido en PBS. Los
cerebros se extrajeron y se crio-conservaron para su posterior
tratamiento. Se realizaron cortes coronales con un espesor
de 40 um con criostato de la zona del estriado y de SNc
(1320, Ernest Leitz). Estos fueron tratados con el anticuerpo
policlonal contra tirosina hidroxilasa (TH, 1:2000, Chemicon
AB 152) y revelados de acuerdo con las indicaciones de
los proveedores del MACH 1 Universal, HRP-Polymer kit
(Rabbit IgG, Elite pK-6101).

Para cuantificar a las neuronas inmunorreactivas a TH, los
limites de la SNc se establecieron de acuerdo con el atlas
estereotéaxico del cerebro de rata (desde -5.20 hasta -6.30 mm
respecto a Bregma; Paxinos & Watson, 2005). Las imagenes
fueron captadas por una cdmara (Evolution VF Cooled Color
Camera Medica Cybernetics) adaptada a un microscopio
(Olympus IX-71) con un aumento de 4X y 20X; una vez
adquiridas, se analizaron con el programa Image ProPlus 6.0.
El conteo se realizd manualmente en los cortes que cubrian la
totalidad de la SNc (aproximadamente 800 mm), con base en
los siguientes criterios: célula con citoplasma completamente
marcado, nucleo perfectamente definido y sin marca (Gomez-
Chavarin et al., 2013). El conteo neuronal lo realizaron tres
investigadores independientes.

Estadistica

Todos los resultados se presentan con la media aritmética
+ error estandar de la media (EEM) y con p < 0.05 de
significancia estadistica. Los datos conductuales obtenidos

a través del tiempo fueron analizados con un analisis de
varianza de dos vias (ANOVA) con multiples comparaciones
y el conteo de neuronas dopaminérgicas con ANOVA de una
via, mediante el programa GraphPad Prism v.6.

RESULTADOS

Las ratas que recibieron inyeccion unilateral de 6-OHDA,
mostraron pérdida significativa de células inmunomarcadas
(TH+) en la SNc del lado lesionado, a diferencia de aquellas
que habian recibido inyeccion del vehiculo (p < 0.05). El
tratamiento con el CEM no afectd el nimero de neuronas
dopaminérgicas en ninguno de los grupos estudiados (Tabla I).
La Figura 2 muestra una microfotografia de un corte cerebral
de una rata lesionada e imagenes representativas de la region
de SNc donde se realizd el conteo.

Los giros inducidos por apomorfina se muestran en la
Figura 3. Los animales con el modelo de hemiparkinson
presentaron un aumento en el nimero de giros, sobre todo
durante los tres primeros meses después de la lesion, valores
que permanecieron elevados durante los siguientes meses
del experimento. En Los animales lesionados que recibieron
tratamiento con el CEM disminuy0 este parametro, desde el
segundo mes (F 4, = 8.3, p < 0.001).

El peso de los animales se midié mensualmente, los resultados
se ven en la Figura 4. Los animales lesionados con 6-OHDA
mostraron menor ganancia de peso comparados con los
animales control desde el primer mes, esto fue estadisticamente
significativo a partir del tercer mes (Fzgg = 23.63, p <
0.001). Los animales lesionados que recibieron tratamiento
electromagnético no presentaron esa diferencia, por el
contrario, el aumento de peso fue similar al de los animales
control durante los 6 meses del experimento (p > 0.05).

Efectos del tratamiento con el CEM en conductas motoras
y equilibrio

El promedio de tiempo que tardaron los animales en recorrer
la barra de equilibrio durante los 6 meses del experimento

Tabla 1. Neuronas dopaminérgicas TH+ de los grupos
experimentales.

Grupo Hemisferio no Hemisferio
lesionado lesionado

Control 1484 + 161 1191 + 14
C+CEM 994 + 262 1039 + 455
Sham 1445 + 62 1523 + 107
Sham+CEM 1407 + 357 1448 + 382
6-OHDA 1179 + 215 339+52*
6-OHDA+CEM 1621 + 226 458 + 253 *

Promedio + EEM. *p < 0.05 versus el hemisferio no lesionado.
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Figura 2. Lesion con 6-OHDA en el hemisferio izquierdo.
A. Microfotografia representativa de inmunodeteccion de TH
en un corte coronal de cerebro de rata con 6-OHDA, a nivel
de la sustancia negra pars compacta (SNc) (barra = 100 mm).
B. Secciones representativas del atlas correspondiente a la
zona de la SNc donde se realizaron los conteos neuronales.
Elaboracion personal.

se muestra en la Figura 5. Los animales con lesion y sin
tratamiento, a los 5 y 6 meses, aumentaron el tiempo
de recorrido en forma significativa comparado con sus
valores basales (p < 0.05). El tratamiento electromagnético
en animales con hemiparkinson, desde el primer mes de
exposicion produjo unareduccion en el tiempo que recorrieron
la barra. Esta mejoria en el equilibrio y la coordinacion
motora fue estadisticamente significativa a los 4, 5 y 6 meses
de tratamiento, respecto a los animales lesionados no tratados
(Fe,111 = 8.30, p < 0.05).

En la Figura 6 se muestra el porcentaje de ingreso a brazos
abiertos respecto al numero total de entradas en el laberinto

500 -
-3- 6-OHDA+CEM

- 6-OHDA
¥ Sham+CEM
-¥- Sham

# de giros
] (4] E
[=] [=] [=]
o (=] (=]

=

(=]

o
L

Figura 3. Giros contralaterales al lado lesionado. Promedio
+ EEM del nimero de giros inducidos por apomorfina antes
de iniciar la estimulacién (pre) y a los 30, 60, 90, 120, 150 y
180 dias después de la estimulacion con CEM. Los animales
lesionados mostraron un aumento en el ndmero de giros
respecto a su nivel basal (*p < 0.05). Al comparar los animales
con 6-OHDA contra los 6-OHDA + CEM, se observaron
diferencias estadisticamente significativas a los 2, 3, 5y 6 meses
(**p < 0.01). Elaboracion personal.

Figura 4. Ganancia de peso corporal. Promedio + EEM del
porcentaje de ganancia de peso (g), con respecto al valor antes de
iniciar la estimulacion (pre), considerando este como cero. Los
animales control son los que muestran un mayor porcentaje de
aumento de peso a lo largo de los 6 meses del experimento. Este
valor solo es significativamente mayor que el que presentan los
animales lesionados (6-OHDA) a partir del tercer mes (*p < 0.05,
**p < 0.01). Elaboracion personal.

elevado. Antes del tratamiento, los animales lesionados
tuvieron un porcentaje de ingreso mayor que los animales
control (p < 0.05). En cada mes graficado en la Figura 6, las
ultimas dos barras representan los valores de los animales
lesionados y los lesionados+CEM. Durante tres meses,
estos valores fueron similares en ambos grupos. A partir
de los 120 dias de estimulacion, en los animales tratados
con CEM disminuyeron significativamente el porcentaje
de entradas comparados con las ratas en las que se inyecto
6-OHDA, que presentaron valores similares a los grupos
con falsa lesidn.

En la Tabla Il se muestran los resultados de la prueba de
campo abierto para los 2, 4 y 6 meses de estudio. Todos los
grupos mostraron menor distancia recorrida a medida que
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transcurre el experimento (Fg453 = 30.88, p < 0.001). Sin Los bioefectos de la estimulacién electromagnética dependen
embargo, en los ultimos meses esta disminucién fue mayor de la frecuencia, la densidad de flujo y la duracion de la
en los grupos de animales lesionados comparados con los exposicion (Ni & Chen, 2015). De acuerdo con la guia
controles (p < 0.05). EI movimiento vertical (toques en de la Comision Internacional de Proteccion de Radiacion
paredes) disminuyd en frecuencia a lo largo del experimento no lonizante, por sus siglas en inglés (ICNIRP) del 2010,
en todos los grupos. Esta reduccion es significativamente el umbral de exposicion a 60 Hz, tanto para el ptblico en
mayor a los 6 meses para los grupos lesionados (p < 0.05). general como el expuesto ocupacionalmente es de 20 mT y
1 mT, respectivamente (ICNIRP, 2010). En este trabajo, la
DiscusiON densidad de flujo utilizada se encuentra dentro del rango de
El presente estudio muestra que la exposicién a campos algunos aparatos de magnetoterapia empleados en clinicas y
magnéticos de extrema baja frecuencia, aplicados diariamente hospitales (Belyaev et al., 2016; Mattsson & Simko, 2019).
durante seis meses en un modelo de hemiparkinson en ratas,
induce a cambios relacionados con el aumento de peso, el La estimulacién electromagnética de 60 Hz mostrd tener
equilibrio y la ansiedad. efectos benéficos en el modelo animal de la EP al aplicarla

durante largo plazo. En particular, el tratamiento empleado
no afectd el peso de los animales control y con falsa lesion,

80 . - 6.OHDASCEM similar a lo previamente reportado por otros autores (Lee
. et al., 2006; Mahdavi, Sahraei, Rezaei-Tavirani & Najafi,

<+ 6-OHDA . .
6o 2016). El porcentaje de aumento de peso en los animales
| N 7 Sham+CEM lesionados expuestos al CEM sugiere al resultar similar al
g4 7 Sham de los animales control, que el tratamiento electromagnético
£ * CecEM impide la pérdida de peso evidenciada en el modelo de EP.
) °c Esto pudo deberse a un aumento en la ingesta alimenticia
inducida por la estimulacion utilizada. EI aumento en la
0 ingesta inducido por la estimulacién cerebral profunda
ha sido observado tanto en ratas lesionadas con 6-OHDA

] ___ ] ] (Guimaraes et al., 2013), asi como en pacientes con EP
Figura 5. Barra de Equilibrio. Promedio + EEM del tiempo (Ruzika et al., 2012).

(segundos) que tardan los animales en recorrer la barra de
equilibrio, antes de iniciar la estimulacién (pre) y a los 30, 60,

90, 120, 150 y 180 dias después de la estimulacion con CEM. En el presente trabajo, la lesion correspondio a una de tipo
Durante las pruebas pre-estimulo, los grupos lesionados moderada segun estudios previos (Allbutt & Henderson,
tardan mas en recorrer la barra en comparacién con los 2007; Moreno-Fitz et al., 2015); es decir, sin pérdida total

grupos control y Sham (*p<0.05). A partir de los 120 dias, los

de las neuronas dopaminérgicas en el area inyectada con
animales lesionados (6-OHDA) aumentan significativamente el P g y

tiempo, al co,m_pararlo con el grupo lesionado con tratamiento 6'OH_DA' Reportes previos han pl_'opl)ue_sto que s_e necesita
electromagnético (*p < 0.05 y **p < 0.01 a los 5 y 6 meses). la existencia de neuronas _dopa}mlnerglcas funcionales en
Elaboracion personal. la SNc del modelo de hemiparkinson en rata, para que con
“ - kL
50
2 w0 . r —
© T
LR I ; 7 7 | | ]
s Z 7 7 ) %
T 20 % f 7 7 T I Y ﬁ
o Z Z Z 7 7 Z
z . . z 4 f _
PRE 30 60 20 120 150 180
dias
| OC EC+CEM Sham 7 Sham+CEM M6-OHDA &5 6-OHDA+CEM |

Figura 6. Laberinto Elevado en Cruz. Porcentaje + EEM en el laberinto de entradas a brazos abiertos, antes de iniciar la estimulacion
(pre), a los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias después de la estimulacion con CEM. Durante las pruebas pre-estimulo, los grupos lesionados
muestran un mayor porcentaje de entradas comparados con los grupos control y Sham (*p < 0.05). A los 4 meses se observa un aumento
estadisticamente significativo de entradas a brazos abiertos en los animales lesionados respecto a los animales tratados con CEM (*p <
0.05) incremento que continua a los 5y 6 meses (*p < 0.01). Elaboracion personal.
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Tabla I1. Prueba de campo abierto.
DISTANCIA RECORRIDA (cm)
Dias C C+CEM Sham Sham+CEM 6-OHDA 6-OHDA+CEM Significancia
pre | 3613 +355 | 3613 +355 |3395+217 | 3395+ 217 3542 + 248 3542 + 248 n.s.
60 | 3348 +122 | 2430 +452 | 3967 + 365 | 2823 + 167 3376 + 320 3052 + 360 n.s.
120 | 2925+ 318 | 1855 + 247* | 2790 + 437 | 1310 + 53* 1300 + 278* 1485 + 305* *p <0.05vs Cy Sham
180 | 1923 +331 | 1271 +488 | 1285+ 420 | 967 +228* 810 + 107* 495 + 159** # *p <0.05vs C,
**n<0.01vsC
#p < 0.05 vs 6-OHDA
TOQUES A PAREDES
pre 48 +6.1 48+6.1 47+6.9 47+6.9 39+3.6 39+3.6 n.s.
60 39+34 28+4.6 36+5.1 271+7.4 29+4.6 8+6.5 n.s.
120 17+4.1 15+23 14+6.5 10+ 5.6 9+33 10+1.1 n.s.
180 9+1.4 11+21 10+21 8+25 10+2.2 4+23* *p<0.05vsCy
6-OHDA

Promedio + EEM de la distancia recorrida (cm), el nimero de cuadros externos y el nimero de toques a las paredes laterales, durante los 15 minutos de
la prueba. Se observa una disminucidn tanto en los movimientos horizontales como verticales en todos los grupos a lo largo del experimento (*p < 0.05).

ANOVA de dos vias con multiples comparaciones. n.s. = no significativo.

la estimulacion electromagnética se den mejorias motoras
(Hsieh et al., 2015). Probablemente a los 6 meses las neuronas
dopaminérgicas que persisten atin sean funcionales.

La estimulacién con el CEM indujo a una mejoria en la prueba
de giros inducidos, a pesar de que no cambid el numero de
neuronas dopaminérgicas en la SNc. Esto puede explicarse
por otros mecanismos, como el aumento en los factores
neurotrdficos y la reduccion del nivel oxidante, ambos como
consecuencia de la estimulacién magnética reportada para
modelos animales de la enfermedad de Alzheimer (Akbarnejad
et al., 2018) o de Huntington (Tasset et al., 2012).

Pocos son los estudios realizados a largo plazo utilizando
estimulacion electromagnética y con resultados reportados
muy variables. La mayoria de los estudios han sido por
periodos mas cortos de estimulacién y con animales control.
Por ejemplo, la aplicacién por 24 semanas de un CEM de
100 mT y 50 Hz, no tuvo ningun efecto en las pruebas de
conducta y memoria de ratas macho (Lai et al., 2016).

Varios autores han sefialado que la deficiencia dopaminérgica
provoca un incremento de la demora, tanto para iniciar
el movimiento, como para cruzar la barra de equilibrio y
alcanzar la plataforma; correspondientes con la acinesia
y bradicinesia observadas en modelos animales de la EP
(Blanco et al., 2010; Truong et al., 2006). El tratamiento con
el CEM utilizado en nuestro estudio, parece compensar esa
deficiencia dopaminérgica y permitir mantener una mejoria
en el equilibrio. Ademas, los tratamientos electromagnéticos
en pacientes con la EP han mostrado una mejora en el temblor

postural (Malling et al., 2019) y otros sintomas motores (Liu,
Wang, He & Ye, 2008).

Reportes sobre el efecto de la estimulacién electromagnética
en  parametros  conductuales, muestran  resultados
contradictorios (Szemerszky et al., 2010; Viera et al., 2019).
En nuestro trabajo, en los primeros 3-4 meses de tratamiento
electromagnético no observamos cambios en las pruebas de
campo abierto y laberinto en cruz. La lesion con 6-OHDA
indujo a un aumento en el porcentaje de entradas a los brazos
abiertos del laberinto elevado, como ya habia sido observado
por otros autores (Badstuebner, Gimsa, Weber, Tuchscherer
& Gimsa, 2017). Este parametro se redujo en los ultimos
tres meses de tratamiento con el CEM en el modelo de la EP,
alcanzando valores similares a los animales control.

Los tratamientos electromagnéticos en pacientes con EP
reportan efectos antidepresivos (Liu et al.,, 2008). Sin
embargo, en la prueba de campo abierto, el tratamiento
electromagnético redujo tanto los movimientos horizontales
como los verticales; lo que puede reflejar un deterioro en la
locomocién y/o un fendomeno de habituacion. Esta ultima
opcién fue propuesta por Badstuebner y colaboradores,
quienes encontraron una disminucion en la distancia recorrida
después de 6 semanas de estimulacion cerebral profunda en el
modelo de la EP en rata (Badstuebner et al., 2017). En ratas
intactas una exposicidn electromagnética continua durante
4-6 semanas indujo a conductas tipo depresivas (Szemerszky
et al., 2010). En este caso, los autores proponen un efecto
estresante, producto de la estimulacién magnética aplicada
en forma continua, que difiere de nuestro experimento en el
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que el CEM se aplico durante dos horas al dia. Sin embargo,
es importante seguir explorando las opciones propuestas para
dilucidar los resultados ansioliticos y ansiogénicos observados
en las pruebas de campo abierto y laberinto elevado.

El presente estudio presenta algunas limitaciones que deben
de considerarse en futuros experimentos. 1) solo se usaron
animales machos. El riesgo de desarrollar esta patologia es
dos veces mayor en los hombres que en las mujeres, pero
las mujeres experimentan una progresion mas rapida de la
enfermedad y una tasa de supervivencia mas baja (Cerri,
Mus & Blandini, 2019). Por lo tanto, es necesario elucidar el
papel del sexo en la respuesta al tratamiento con CEM en el
modelo animal de la EP, 2) no se exploraron los mecanismos
moleculares subyacentes que expliquen el efecto benéfico
observado, 3) las pruebas exploradas fueron mas de tipo motor,
pero es necesario probar otras relacionadas con la ansiedad;
asi como, aumentar el nimero de animales estudiados.

En conclusién, los principales resultados obtenidos apoyan el
uso de la terapia electromagnética de 60 Hz como un posible
tratamiento coadyuvante en problemas motores de pacientes
con EP.
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