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RESUMEN

Introduccion: El conocimiento de los efectos de la terapia electroquimica, en los
organismos puede ser importante para el tratamiento de diferentes enfermedades.
Objetivo: Evaluar los efectos de la corriente eléctrica directa de baja intensidad en ratones
sanos.

Meétodos: 80 ratones C57BL/6/Cenp sanos (40 machos y 40 hembras) fueron distribuidos
aleatoriamente en ocho grupos experimentales (cuatro grupos controles y cuatro grupos
tratados). La corriente eléctrica directa (10 mA durante 5 min) o tension constante (10 V
durante 5 min) fue aplicada a los ratones. Fueron realizadas observaciones clinicas,
macroscopicas, microscépicas y mediciones de los pardmetros hematologicos y
bioquimicos de la sangre.

Resultados: Se indujeron cambios reversibles en los pardmetros hematoldgicos,
bioguimicos de la sangre e histolégicos estudiados en ratones C57BL/6/Cenp machos y
hembras cuando se us6 10 mA o 10 V vy diferentes arreglos de electrodos, siendo menos
notable para el modo de tension constante.

Conclusiones: Las alteraciones inducidas en los ratones C57BL/6/Cenp sanos por la
corriente eléctrica directa de baja intensidad son reversibles y el proceso inflamatorio
sistémico es dominado por los linfocitos.

Palabras clave: terapia electroquimica; inflamacién; modo de corriente eléctrica directa;

modo de tension eléctrica constante; ratones C57BL/6/Cenp sanos.

ABSTRACT

Introduction: Knowledge about the effects of electrochemotherapy on organisms may be
important for the treatment of various diseases.

Objective: Evaluate the effects of low-intensity direct electric current on healthy mice.
Methods: Eighty healthy C57BL/6/Cenp mice (40 male and 40 female) were randomly
distributed in eight experimental groups (four control and four treated). Direct electric
current (10 mA during 5 min) or constant voltage (10 V during 5 min) was applied to the
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mice. Clinical, macroscopic and microscopic observation was performed, and
measurements were taken of hematological and biochemical parameters of the blood.
Results: Reversible changes were induced in hematological, biochemical and histological
parameters of the blood of male and female C57BL/6/Cenp mice when 10 mA or 10 V and
various electrode arrays were used. These changes were less noticeable in the constant
voltage mode.

Conclusions: The alterations induced by low-intensity direct electric current in healthy
C57BL/6/Cenp mice are reversible. The systemic inflammatory process is dominated by
the lymphocytes.

Key words: electrochemotherapy, inflammation, direct electric current mode, constant
electric voltage mode, healthy C57BL/6/Cenp mice.
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Introduccion

La terapia electroquimica (EChT; del inglés, electrochemical treatment) consiste en la
aplicaciéon de una corriente eléctrica directa de muy baja intensidad (CED) a un tejido
biol6gico mediante la insercion de dos o més electrodos en este. La CED ha sido dirigida
para el tratamiento de tumores benignos y malignos,‘?%) y dlceras, entre otras
aplicaciones.”) En céncer, la seguridad, efectos adversos en el organismo, efectividad,
mecanismos de accién y muerte inducidos por la EChT son reportados en la literatura

cuando los electrodos se insertan completamente en el tumor. (423567

El dafio tisular inducido en el tumor por la aplicacion de la CED es alrededor de los
electrodos y luego extensivo en espacio y tiempo.©® En contraste, la CED induce dafio
tisular (circular y limitado en espacio-tiempo) alrededor de cada electrodo insertado fuera
del tumor. Sin embargo, los efectos locales y sistémicos inducidos por la CED en el
organismo no han sido reportados.® Hasta donde los autores han revisado, tampoco se han

documentado los efectos sistémicos y locales de la CED cuando los electrodos se insertan
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en un organismo sano. El esclarecimiento de esto puede ser de relevancia para el uso de la
EChT en multiples tumores primarios y metastasis en el organismo, como se reporta para
la terapia sistémica con campo eléctrico alterno.*9 El objetivo de este trabajo es evaluar

los efectos de la corriente eléctrica directa de baja intensidad en ratones sanos.

Métodos

Grupos experimentales

Este estudio fue realizado en el Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED),
Santiago de Cuba, Cuba, en el periodo de enero-mayo de 2017. Los ratones C57BL/6/Cenp
(hembras y machos) fueron suministrados por el Laboratorio del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), La Habana, Cuba. Todos los
procedimientos con animales fueron realizados de acuerdo con la Guia para el Cuidado,
Uso y Reproduccidn de los Animales de Laboratorio del CENPALAB (Edicion 02/07); la
Directiva 86/609 del 24 de noviembre de 1996 y las Directrices de la Comision de Etica
Animal de Cuba. Ademas, se tuvo en cuenta las normativas de proteccion animal
establecidas en TOXIMED. Ademas, fue garantizado el ciclo de 12 h de luz/oscuridad (luz
7:00-19:00) de los ratones con agua y comida ad libitum.

Fueron empleados 80 ratones C57BL/6/Cenp, 40 de cada género, de 6-7 semanas, con un
peso promedio de 16-18 g. Ocho grupos experimentales fueron formados aleatoriamente
por cada género (cuatro controles y cuatro tratados), con cinco ratones cada uno. El primer
grupo control fue el negativo que no recibié CED (GCN). El segundo grupo control solo
recibid la anestesia (GC). A los animales del tercer grupo control se les insertaron
subcutaneamente un electrodo en la pata delantera derecha y otro en la pata trasera
izquierda, durante 5 min y no se aplico la CED (GC1). A los animales del cuarto grupo
control se les colocaron subcutdneamente un electrodo en cada pata, durante 5 min (GC2).
En el primer grupo tratado, un anodo (electrodo con polaridad positiva) fue insertado en la
pata delantera derecha y un catodo (electrodo con polaridad negativa) en la pata trasera
izquierda de cada animal (GT1). A los animales del segundo grupo tratado (GT2) les fueron
insertados dos anodos (uno en cada pata derecha) y dos catodos (uno en cada pata
izquierda). A los animales del tercer grupo tratado (GT3) les fueron insertados un anodo

en cada pata delantera y un catodo en cada pata trasera. Los ratones de estos tres grupos
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tratados recibieron 10 mA durante 5 min, correspondiente a una carga eléctrica de 3 C. El
cuarto grupo tratado (GT4) estuvo formado por ratones que recibieron anestesia y fueron
colocados entre dos electrodos placas, separadas a 63,5 mm, bajo una diferencia de
potencial de 10 V, durante 5 min (modo de tension eléctrica). EI campo eléctrico entre las
placas fue considerado homogéneo y su intensidad fue 1,575 V/cm.

Los animales de todos los grupos recibieron anestesia, excepto aquellos del GCN, el cual
fue usado como referencia para todos los grupos experimentales. EI GC fue la referencia
paralos GC1, GC2, GT1, GT2, GT3y GT4; mientras el GC1 fue la referencia parael GT1;
el GC2 fue la referencia para los GT2 y GT3. Los valores de la intensidad de la CED y la
tension eléctrica fueron 10 mA y 10 V, respectivamente.®® Todos los animales fueron
fijados firmemente a un cepo plastico durante el experimento y bajo las mismas
condiciones experimentales. El tamafo de los electrodos y la distancia entre ellos fueron
medidos con un pie de rey con tornillo de sujecion (Modelo 530-104 de 0,05 mm de

precision, Mitutoyo, Japén).

Peso de los ratones

La balanza Owalabor de precision + 0,01 g (modelo BL610, Alemania) fue usada para
pesar a los animales. El dia 0, todos los animales fueron pesados antes de la aplicacion de
la CED. A los 7 y 14 dias, los animales fueron pesados nuevamente y fue calculada la
ganancia de peso corporal (GPC), restando al peso a los 7 y 14 dias, el peso del dia 0,

respectivamente.

Anestesia

La anestesia, dosis Unica de Tiopental sédico BP 500 mg (Ciron Drugs & Pharmaceuticals
PVT. Lt, India) de 25 mg/kg, fue administrada, por via intraperitoneal. Ademas, fue
realizado un seguimiento diario de los signos y sintomas clinicos, morbilidad y mortalidad

de cada animal hasta el momento de su eutanasia.

Electroestimualdor
El equipo ZAY®-6B (China) fue usado para aplicar la EChT y trabajé en los modos de
corriente/tension eléctrica. Las intensidades de la CED y de la tension eléctrica fueron

monitoreadas durante la aplicacion de la EChT.

(D) Ev-ric | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES 5


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2019;38(4):e308

Electrodos
Para la aplicacion de la CED fueron usados electrodos agujas de platino de 0,7 mm
didmetro y 68,5 mm de largo. Para la aplicacion de la tension eléctrica constante fueron

empleados dos electrodos placas de acero de dimensién 122,0 x 62,0 x 0,5 mm.

Eutanasia

A los 14 dias, en la mafiana, fue realizada la eutanasia de los ratones, por decapitacion,
acorde a la Norma 1SO 10993-2(1) después de la extraccion de la sangre, que fue efectuado
por la vena yugular. La sangre fue colocada en tubos plasticos de 1,5 mm (Plastique
Gosselin, Hazebrouck, Francia), que contuvieron acido etilendiaminotetraacético (EDTA-
K3E (10 %; del inglés, Ethylenediamine tetraacetic acid).

Parametros hematologicos

Los parametros hematoldgicos determinados fueron: hemoglobina, hematocrito, conteo
total leucocitos y conteo diferencial de leucocitos (neutréfilos, linfocitos, eosinofilos,
monocitos y basoéfilos). Todos estos parametros fueron cuantificados con el analizador
automatico PENTEA 120 Rentix (Montpellier manufacturer, Francia), de acuerdo con los
Procedimientos Normalizados de Trabajo # 003 (Departamento de Hematologia del
hospital “Dr. Juan Bruno Zayas Alfonso”). El calibrador ABX Minocal (MORIBA ABX

SAS, Montpellier, Francia) fue usado para la calibracién de este equipo.

Parédmetros bioquimicos

Los parametros bioquimicos de la sangre determinados fueron: creatinina, urea, Gamma
glutamil transpeptidasa (GGT), transaminasa glutamico pirtvica (TGP) y transaminasa
glutamico oxalacética (TGO), creatina quinasa total (CK) y creatina quinasa isoenzima 2
(CK-MB). La relacion entre CK-MB y CK, que fue denominado indice relativo, fue
calculada para cada grupo. Estos parametros fueron cuantificados automaticamente con el
autoanalizador HITACHI 902 (Rouche, Japdn), de acuerdo al Procedimiento Normalizado
de trabajo # 004 (Departamento de Hematologia del hospital “Dr. Juan Bruno Zayas
Alfonso”). Los Kits fueron suministrados por HELFA® (EPB “Carlos J. Finlay”, Habana,
Cuba). El sistema automatizado del calibrador (Preci Control Clin Chem Multi 1,
Roche/Hitachi anal’Y Zer 902) fue usado para la calibracion de este equipo.
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Alteraciones macroscépicas y microscopicas de los tejidos

A los 14 dias post- tratamiento, fueron observados las posibles alteraciones macroscépicas
de todos los tejidos y dérganos, tales como cambios en la coloracion, consistencia, peso,
edema, pus, hemorragia, ente otras. Ademas, las alteraciones microscopicas fueron
estudiadas en el sitio de insercion de los electrodos y en algunos 6rganos (cerebro/ cerebelo,
rifiones, higado y bazo). Las muestras fueron fijadas en solucion de formol al 10 % y fueron
procesadas por el método de la parafina. La coloracién por hematoxilina (Merck,
Alemania) y eosina (Titolchimica spa, Pontecchio Polesine, Italia) fue usada, de acuerdo
con procedimiento Normalizado de Operaciones # 372001, 372003 y 371021
(Departamento de Anatomia Patol6gica de TOXIMED, Santiago de Cuba, Cuba). Un
microscopio 6ptico (modelo N-800M, China) con una camara digital acoplada (modelo
HDCE-X5, China) fue empleado.

Criterios estadisticos

La prueba no paramétrica suma de rangos de una cola de Wilcoxon-Mann-Whitney fue
empleada para comparar el peso a los 0; 7 y 14 dias. El criterio estadistico no paramétrico
de Bonferroni fue usado para la comparacion de la ganancia de peso y los parametros
hematoldgicos y bioquimicos de la sangre a los 14 dias entre las hembras y los machos de
cada grupo. El nivel de significacion empleado para ambas pruebas estadisticas fue o =
0,05. Ademas, los valores promedios y las desviaciones estandar (errores estandar de la
media) de los pardmetros hematoldgicos y los bioquimicos de la sangre fueron calculadas

a partir de sus respectivos valores individuales, para cada género y grupo.

Resultados

Todos los animales machos y hembras de los GT1, GT2 y GT3 mostraron intranquilidad
ligera y respiracion rapida durante la aplicacion de la CED. Después de 15 min de anestesia
y/o tratamiento, todos los ratones tuvieron estado normal, buena vitalidad y condiciones
fisicas, excepto en los ratones donde fueron insertados los anodos (GT1, GT2 y GT3). En
los animales de estos tres grupos tratados fue observada dificultad ligera en la actividad
motora de las patas, hallazgo que desaparecio a las 72 h post-tratamiento. Ademas, se

evidencid corrosién en los anodos insertados en los ratones de los GT1, GT2 y GT3 después
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de la aplicacion de la CED. La caida del pelo fue producida en algunos ratones de 10-14
dias. El tamafio, la forma de la zona afectada y la frecuencia de la caida de pelo fueron
variables en los machos y las hembras del GCN (1/10), GC (2/10) y GT4 (1/10).

El peso de los ratones machos fue significativamente mayor que el de las hembras en cada
grupo, alos 0, 7'y 14 dias después de aplicada la CED. Para cada género, las GPC no fueron
estadisticamente significativas cuando los grupos fueron comparados con el GCN, a los 7
y 14 dias, excepto en los machos del GT1 y las hembras del GT3 a los 7 dias. La desviacion
estandar de la GPC fue mayor que sus valores medios, a los 7 dias (en machos de los GT1,
GT2y GT3, yen las hembras de los GT2 y GT3) y 14 dias (machos y hembras del GT3).

Los rangos normales de los parametros hematol6gicos y bioquimicos de la sangre fueron
especificos de cada laboratorio y por ende los mismos fueron interpretados segun las
condiciones experimentales establecidas en el laboratorio de Hematologia del hospital “Dr.
Juan Bruno Zayas”. En cuanto a los pardmetros hematologicos, no fueron observadas
diferencias estadisticamente significativas cuando fueron comparados las hembras y los
machos por cada grupo, a excepcion de la hemoglobina y el hematocrito de las hembras de
los GC2 y GT3, y los neutréfilos en el GC1. Tampoco existieron diferencias
estadisticamente significativas en los parametros hemoglobina, hematocrito, eosinéfilos y
monocitos cuando fueron comparados todos los grupos con el GCN y el GC, como se
muestra en la tabla 1. Aunque los resultados no fueron mostrados en esta tabla, no se
observaron baséfilos en ningun ratén. En los machos fue observado aumento significativo
del conteo total de los leucocitos (GT4 comparado con el GCN) y de los neutréfilos (GT1
y GT2 contrastados con los GCN y GC, y el GT1 con el GC1). Los linfocitos disminuyeron
significativamente cuando los GT1 y GT2 fueron comparados con los GCNy GC, yel GT1
con el GCL1. En las hembras fue observado un aumento significativo del conteo total de los
leucocitos (GC y GC2 comparado con el GCN) y de los neutréfilos (GC1, GT1 y GT2
cuando fueron contrastados con el GC; y el GT1 fue comparado con el GC1). Ademas,
existié disminucidn significativa de los leucocitos totales (GT1 y GT2 en comparacion con
el GC), de los neutrofilos (GC, GT1 y GT2 en contraste con el GCN) y de los linfocitos
(GC, GT1 y GT2 en comparacion con el GCN; los GC1, GT1 y GT2 comparados con el
GC; y el GT1 con el GC1). La desviacién estandar de los eosinofilos (machos y hembras
del GC1) y monocitos (hembras de los GC1, GT1, GT2y GT3; y los machos de los GT1 y
GT3) fueron mayores a sus respectivos valores medios. También se pudo observar en la
tabla 1 que el conteo diferencial de leucocitos mostré un mayor porcentaje de linfocitos
que de neutrdfilos.
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Tabla 1- Pardmetros hematoldgicos

Grupos | Género Parametros hematoldgicos
Hemoglobina | Hematocrito CTL Conteo diferencial de leucocitos
9
(@) (L/L) (x10°L) Neutrofilos | Linfocitos Eosindfilos Monacitos
GCN M 121,2 £ 8,6 0,40+0,03 44+12 0,05+0,04 0,95+0,04 0,00£0,00 0,00+0,00
(3.9 (0,01) (0,6) (0,02) (0,02) (0,00) (0,00)
H 106,2 + 16,1 0,35%0,05 5,0+£0,1 0,04+0,04 0,96+0,04 0,00£0,00 0,00£0,00
(7,2) (0,02) 0,1) (0,02) (0,02) (0,00) (0,00)
GC M 120,3+16,0 0,41+0,05 9,9+1,1 0,27+0,06 0,73+0,06 0,00+0,00 0,00+0,00
(8,0) (0,02) (0,6)? (0,03)? (0,03)? (0,00) (0,00)
H 1152 +8,1 0,38+0,02 8,7+1,8 0,20+0,06 0,80+0,06 0,00+0,00 0,00+0,00
(36) (0,01) (0.8)? (0,03) (0,03) (0,00) (0,00)
GC1 M 1248 £5,0 0,43+0,03 51+1,3 0,17+0,04 0,82+0,05 | 0,008+0,018 0,00+0,00
(2,2) (0,01) (0,6) (0,02) (0,02) (0,008) (0,00)
H 1174 £5,0 0,39+0,03 4,6+£0,8 0,07+0,04 0,90+0,07 | 0,004+0,009 0,004+0,009
(2,2) (0,01) (0.4)° (0,02)"¢ (0,03)° (0,004) (0,004)
GC2 M 126,2+7,7 0,42+0,02 9,1+15 0,18+0,10 0,82+0,10 0,00+0,00 0,00+0,00
(3.4) (0,01) 07) (0,04) (0,04) (0,00) (0,00)
H 1136 +124 0,37+0,05 9,9+1,7 0,16+0,06 0,84+0,06 0,00+0,00 0,00+0,00
(5.5)° (0,02)° (0,8)* (0,03) (0,03) (0,00) (0,00)
GT1 M 1138+7,2 0,36+0,02 57+13 0,69+0,08 0,30+0,08 0,00+0,00 0,002+0,004
3,2) (0,01) (0,6) (0,04)2b¢ (0,04)2bc (0,00) (0,002)
H 108,8+11,0 0,35+0,03 4,4+23 0,70+0,08 0,30+0,08 0,00+0,00 0,002+0,004
(4,9) (0,01) (1,0° (0,03)2bc (0,04)2bc (0,00) (0,002)
GT2 M 1148 £8,3 0,36+0,02 59+14 0,73+0,16 0,27+0,16 0,00+0,00 0,00+0,00
3.7) (0,01) (0,6) (0,07)2b (0,07)20 (0,00) (0,00)
H 109,8+3,1 0,35+0,01 46111 0,61+0,14 0,39+0,14 0,00+0,00 0,002+0,004
(1.4) (0,01) (0,5 (0,06)b (0,06)2b (0,00) (0,002)
GT3 M 119,6 +10,1 0,37+0,02 5015 0,15+0,09 0,83+0,08 0,00+0,00 0,002+0,004
(4.5) (0,01) 0,7) (0,04) (0,04) (0,00) (0,002)
H 96,0+18,7 0,29+0,06 42+1,0 0,07+0,05 0,92+0,05 0,00+0,00 0,004+0,005
(8:4)° (0,03)¢ (0,4)° (0,02) (0,02) (0,00) (0,002)
GT4 M 123,0+£5,3 0,39+0,02 9,2+19 0,21+0,07 0,79+0,07 0,00+0,00 0,00+0,00
(2.4 (0,01) (0,9)2 (0,03) (0,03) (0,00) (0,00)
H 119,2+12,2 0,39+0,04 10£1,0 0,19+0,08 0,81+0,08 0,00+0,00 0,00+0,00
(5.5) (0,02) (0,4)* (0,03) (0,03) (0,00) (0,00)

CTL: Conteo Total de leucocitos M: machos, H: hembras.

2 La prueba de Bonferroni mostrd diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en la media de los parametros hematol6gicos

cuando los GC, GC1, GC2, GT1, GT2, GT3 y GT4 fueron comparados con el GCN, en cada género, a los 14 dias.
® La prueba de Bonferroni mostro diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en la media de los parametros hematol6gicos
cuando los GC1, GC2, GT1, GT2, GT3 y GT4 fueron comparados con respecto al GC, en cada género, a los 14 dias.

¢ La prueba de Bonferroni mostré diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en la media de los parametros hematoldgicos
cuando el GT1 fue comparado con el GC1, en cada género.

4 La suma de rangos de Wilcoxon-Mann-Whitney de una cola (P < 0,05) en los parametros hematologicos cuando fueron comparados

hembras y machos por cada grupo, a los14 dias.
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La tabla 2 muestra los datos de los parametros bioguimicos de la sangre. Se evidencio que
no existieron diferencias estadisticamente significativas de estos pardmetros cuando los
machos y las hembras fueron comparados, en cada grupo, excepto para laureay la TGP en
las hembras del GCN, y la CK-MB en el GC2. En los machos, no existen diferencias
significativas en la bioguimica sanguinea. Las hembras no mostraron diferencias
significativas en la creatinina, TGP, TGO, CK y CK-MB. Sin embargo, la GGT aumentd
significativamente (GC2 comparado con el GCN), la urea (GC1, GT1 y GT3 comparados
con el GCN) y el GC1 con el GC2.

La relacién CK-MB/CK, para los machos de los GCN, GC, GC1, GC2, GT1, GT2, GT3y
GT4 fue 0,142; 0,116; 0,108; 0,119; 0,409; 0,367; 0,157 y 0,113; respectivamente. Este
indice en las hembras para cada grupo fue 0,180; 0,563; 0,395; 0,227; 0,241; 0,440; 0,480
y 0,346, respectivamente.

En las observaciones macroscopicas no se observaron cambios aparentes en los 6rganos y

tejidos de los animales.

Tabla 2- Pardmetros bioquimicos de la sangre

Parametros bioquimicos

o

S

% Creatinina Urea TGP TGO CK-MB GGT CK

G| (umol/ L) (mmol/L) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L)

M| 4,20+2,17 9,00+1,22 58,60+12,70 367,20+69,04 411,60+150,86 2,20+0,84 2890,80+1041,46
(0,97) (0,55) (5,68) (30,88) (67,47) (0,37) (465,76)

H | 11,20+8,56 5,20+1,48 41,40+8,44 316,80+38,33 349,0+248,74 1,20+0,45 1942,60+531,97
(3,83) (0,66)¢ (3,78)¢ (17,14) (111,24) (0,20) (237,90)

M | 5,00+6,28 6,20+1,30 53,40+11,84 308,40+97,81 251,20+82,09 2,60+2,07 2172,80+960,86
(2,81) (0,58) (5,30) (43,74) (36,71) (0,93) (429,71)

H | 6,00+1,83 7,00+£1,41 62,75+10,28 425,75+114,04 671,50+538,01 2,00+1,41 1191,75+722,16
(0,91) (0,63) (5,14) (51,0) (240,61) (0,63) (322,96)

M | 11,00+7,48 10,20+2,59 | 45,20+23,63 295,80+100,56 354,20+75,84 3,80+2,77 3289,60+2618,95
(3,35) (1,16) P (10,57) (44,97) (33,92) (1,24) (1171,23)

H | 3,20+1,92 10,00+1,00 52,80+14,99 312,0+81,90 741,00+406,92 2,00+1,22 1877,00+409,83
(0,86) (0,45)2 (6,70) (36,63) (181,98) (0,55) (183,28)

M| 6,80+2,95 6,60+1,14 63,80+17,47 353,20+188,21 493,60+303,39 8,60+6,58 4147,80+2579,06
(1,32) (0,51) (7,81) (84,17) (135,68) (2,94) (1153,39)

H | 5,60+1,82 5,80+0,45 48,0+8,94 448,20+88,54 384,20+128,06 8,40+3,51 1695,20+572,58
(0,81) (0,20) (4,0) (39,60) (57,27) (1,57)2 (256,06)¢

M| 4,20+1,79 7,80+1,30 40,20+24,20 294,20+73,87 516,0+398,04 3,80+2,39 1260,20+345,01
(0,80) (0,75) (10,82) (42,65) (229,81) (1,38) (199,19)
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H| 280+1,79 | 8,60+134 | 4580+1509 | 299,00+67,60 | 444,60+184,67 3,0042,12 1845,60+514,52
(0,80) (0,60) * (6,75) (47,80) (82,59) (1,22) (297,06)
M| 500+2,45 | 7,80+1,10 | 47,20+14,18 | 259,80+41,25 569,40+165,61 2,00£0,71 1551,80+471,20
(1,10 (0,63) (6,34) (32,81) (82,80) (0,41) (272,05)
H | 440167 | 6,00+1,58 | 56,80+12,21 | 223,80%1,27 671,20+180,55 2,60%1,52 1525,40+375,81
(0,75) (0,79) (5,46) (8.,63) (90,27) (0,76) (189,91)
M| 3,80+2,68 | 8,60+182 | 56,60+23,36 | 241,60+112,93 | 338,20+152,64 2,00+1,41 | 2158,80+2076,69
(1,20) (0,80) (10,45) (50,51) (68,26) (0,63) (928,72)
H | 6,80+4,92 | 10,60+1,14 | 38,0+12,75 | 254,60+101,91 | 591,0+604,31 2,20+1,30 1232,40+484,28
(2,20) (0,66) %P (5,70) (58,84) (348,90) (0,75) (279,60)
M| 560385 | 6,40£2,07 | 5640+568 | 472,0£107,59 381,80+172,27 3,20+1,48 3365,0+2545 58
1,72) (0,93) (2,54) (48,11) (77,04) (0,66) (1138,42)
H | 420356 | 580£1,48 | 630%27,23 | 492,60+130,85 | 693,40+706,40 3,00£2,92 2004,40+414,26
(1,59) (0,66) (12,18) (58,62) (315,91) (1,30) (185,26)

M: machos, H: hembras, TGP: transaminasa glutdmico pirGvica, TGO: transaminasa glutdmica oxaloacética, CK: creatina quinasa,
GGT: gamma glutamil transpeptidasa, CK-MB: creatina quinasa. Isoenzima 2.
2a prueba de Bonferroni mostré diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en la media de los pardmetros bioquimicos
cuando fueron comparados los GC, GC1, GC2, GT1, GT2, GT3 y GT4 respecto al GCN, en cada género a los 14 dias.

® La prueba de Bonferroni mostrd diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en la media de los parametros bioguimicos

cuando los GC1, GC2, GT1, GT2, GT3 y GT4 fueron comparados con el GC, en cada género, a los 14 dias.
¢Prueba de Bonferroni mostr¢ la estadistica en ambos géneros a los 14 dias.
9 La suma de rangos de Wilcoxon-Mann-Whitney de una cola mostrd diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) en la media

de los pardmetros biogquimicos cuando hembras y machos fueron comparados por cada grupo a los 14 dias.

El resultado de la evaluacién histolégica después de la eutanasia fue resumido en la tabla
3. No fueron detectadas alteraciones en los machos y las hembras del GCN. Sin embargo,
fueron observados cambios en el sitio de insercion de los electrodos y en algunos érganos
internos en otros grupos (tabla 3, Figs. 1 y 2). En la zona donde fueron introducidos los
electrodos fue observada una miositis ligera en los ratones de ambos géneros de los GC1y
GC2, y miositis moderada en los animales de los GT1, GT2 y GT3 de cada género. La
miositis no fue detectada en ninguno de los ratones de los GC y GT4.

La miositis moderada fue caracterizada por necrosis alrededor de los electrodos (Fig. 1a),
rodeada por un area de fibrosis e infiltrado inflamatorio (Figs. 1a,b). Fue revelado una
respuesta inflamatoria crénica mononuclear intensa con predominio de los linfocitos y
acompafiada de una proliferacion de fibroblastos maduros, algunas fibras musculares
estriadas con necrosis de coagulacion (caracterizada por una intensa eosinofilia
citoplasmatica con ausencia de nucleo), y algunas fibras con citoplasma de aspecto turbio.
Ademas, fueron observados basofilos tenues (que pudieron corresponder con la
desnaturalizacion de proteinas celulares) e inflamacion aguda severa con neutréfilos y

macrdfagos alrededor de las fibras necroticas.
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Por otro lado, fue observado necrosis circular alrededor del electrodo insertado en el
musculo estriado. No fueron detectadas alteraciones en el bazo de los ratones machos y
hembras del GT3. Sin embargo, una hiperplasia ligera fue revelada en los ratones de ambos
géneros de los GC, GC1, GT2 y GT4; y en los machos de los GC2 y GT1 (Tabla 3). Esta
hiperplasia fue caracterizada por foliculo linfoide esplénico (pulpa blanca) con presencia
de centros germinales incipientes (zona central del foliculo con aspecto brilloso (luminoso)
por la presencia de linfocitos maduros activados), como fue mostrado en la Fig. 2a. En el
cerebro/cerebelo no fueron observadas alteraciones en las hembras y los machos de los
GCN, GC1, GT1, GT2 y GT3, salvo gliosis ligera en los ratones de ambos géneros de los
GC, GC2y GT4 (tabla 3y Fig. 2b).

En el corazén fue detectada una miocarditis intersticial ligera en las hembras y los machos
del GT1 y en los machos de los GT2 y GT3. En los rifiones fue evidenciada una nefritis

intersticial ligera, en los ratones de ambos géneros de los GT1, GT2 y GT3.

Tabla 3- Principales alteraciones encontradas en 6rganos y patas

Organos/ | Alteraciones Grupos experimentales

patas GCN GC GC1 GC2 GT1 GT2 GT3 GT4
M H M H M H M H M H M H M H M H

Cerebro/ Gliosis - - 42+ - - +1 | 44 - - - R - - 12 | 42

cerebelo

Hl’gado MFE-ALM - - - 42 42 42 - +4 45 +4 +5 45 +4 +4 +4 +4

Bazo Hiperplasia - SIS A R R I B S +3 - +2 +3 - - R

Corazon Ml - - - - - - - - +1 +3 +3 - +1 - - -

Rifiones NI - - - - - - - - +4 +1 +2 +1 +3 +2 - -

Pata D Miositis - - - - R e A IR s s A R i B B o - -

derecha

Pata D Miositis - - - - - - + |+ - - e I B - -

izquierda

Pata T Miositis - - - - - - + |+ - - e I B - -

derecha

Pata T Miositis - - - - B I S S N S A e I = I S AT = R B = S - -

izquierda

M: machos; H: hembras. Los signos “-, +, ++y +++” representaron los grados de intensidad de las alteraciones: ninguna, leve,
moderada, y severa intensidad respectivamente. El superindice indic6 la cantidad de animales en que fue observada la alteracién. MF-

ALM: mdltiples focos de agregados de linfocitos maduros, MI: miocarditis intersticial y NI: nefritis intersticial.
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(x40): necrosis (1) y area de fibrosis e infiltrado inflamatorio (2). (B) Detalle de éarea de fibrosis e
infiltrado inflamatorio: linfocitos (1), fibroblastos (2), células mononucleares (3) y necrosis
Zenker (4).

Fig. 2- Alteraciones encontradas en 6rganos internos. (A) bazo (x10): foliculo linfoide esplénico
(o nédulo esplénico hiperpléasico) (1), (B) cerebro (x40): area de gliosis con presencia de
astrocitos, (C) higado (x40): multiples focos de agregados de linfocitos (1) y tumefaccion de

celulas de Kupffer (2).

En el higado de los ratones machos de los GC y GC2 no fueron evidenciadas alteraciones.
Sin embargo, en los ratones de ambos géneros de los grupos GC1, GT1, GT2, GT3y GT4
y en las hembras de los GC y GC2 fueron observados multiples focos de agregados de
linfocitos maduros, los cuales no fueron bien visualizados por el infiltrado celular (tabla 3
y Fig. 2¢). En los GT1, GT2 y GT3 fueron observados agregados de 10-12 linfocitos
maduros con muy pocos neutrdfilos (1-2) que se distribuyeron en el interior del l6bulo
hepatico.
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Por otro lado, la presencia de algunos linfocitos maduros (tipo poblacidn no especifica) fue
observada en los érganos afectados y en los tejidos intersticiales del corazon y de los

rifiones.

Discusion
La caida del cabello en las hembras y los machos puede estar asociado al barberismo, como
reportan Clark y Schein.‘? La intranquilidad de los ratones de los GT1, GT2 y GT3,
durante la aplicacién de la CED, puede explicarse porque los receptores de dafio al calor
(por estimulacidn eléctrica) causan una sensacion de hormigueo o cosquilleo, hallazgos
que se observan en ratones” y en pacientes® portadores de cancer tratados con CED o
tension constante.
Las diferencias significativas entre los pesos de los machos y las hembras a los 0, 7 y 14
dias, en cada grupo, se debe al tamafio de los animales y los niveles de hormonas. Sin
embargo, ni la anestesia, ni la insercion de los electrodos y ni la intensidad/tension eléctrica
constante afectan significativamente la GPC de los ratones a los 7 y 14 dias.
La desviacion estandar de los parametros hematoldgicos y bioquimicos de la sangre
mayores que sus respectivos valores promedios se puede explicar por la variabilidad e
intensidad de los efectos que se inducen en los ratones bajo la accion de la CED, siendo
notable para las hembras.
La miositis ligera reversible en los GC1 y GC2 se debe a la ruptura mecénica del tejido muscular
por la insercion de los electrodos en las patas de los ratones. Sin embargo, la miositis moderada en
los GT1, GT2 y GT3 se explica por la insercion de electrodos y la accion citotéxica de la CED
debido a los productos tdxicos provenientes de las reacciones electroquimicas que se inducen en el
tejido alrededor de los electrodos por la accion de este agente fisico.*? La necrosis circular limitada
en espacio y tiempo se puede explicar por la presencia de la proliferacion fibroblastica y la
inflamacion mononuclear que rodea toda la periferia de la zona afectada. La corrosion del &nodo
se debe a la hiperpolarizacion alrededor de este electrodo, como reportan Cury y otros.)
Los multiples focos de agregados de linfocitos maduros en el higado pueden estar relacionados con
los microfocos de necrosis y/o la ligera inflamacion del higado. La inflamacién del higado, la
nefritis intersticial y la miocarditis intersticial ligeras pueden ser causadas por infecciones (virus,
bacterias, parasitos y hongos), toxinas, procesos alérgicos, enfermedades inmunolégicas y agentes
fisicos. Sin embargo, las infecciones, los procesos alérgicos y las toxinas se descartan porque los
eosindfilos, los macréfagos y los basofilos de los grupos controles y tratados no aumentan

significativamente respecto a los del GCN. Por otra parte, las enfermedades inmunolégicas se
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descartan porque son ratones sanos y los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos de la sangre los
grupos tratados no difieren significativamente de los del GCN.

El hecho de que no se observen dafios en los rifiones y las diferencias no significativas entre los
valores de creatinina de los grupos tratados y del GCN indican que la nefritis intersticial ligera no
conduce a un dafio renal. Los valores altos de la CK y la CK-MB no se pueden explicar por el dafio
renal (nefritis intersticial ligera). Ademas, la miocarditis intersticial ligera tampoco explica los
valores altos de estos dos parametros. Por otra parte, los valores del indice relativo (CK-MB/CK)
menores que 2,5 confirman que no hay dafios irreversibles en el corazén ni en el rifion, en
concordancia con los hallazgos histolgicos observados en estos 6rganos.

Los valores altos de la CK con un indice relativo por debajo de 2,5-3 sugieren que el muasculo
esquelético y otros musculos estan dafiados (miositis). En esta investigacién los valores altos de la
CK y la CK-MB no se pueden explicar a partir de la miositis que se observa en los GC1, GC2,
GT1, GT2 y GT3 porque los valores de CK y CK-MB en estos grupos no difieren
significativamente de aquellos de los GCN, GC y GT4. Ademas, la gliosis ligera en los GC, GC2
y GT4 puede indicar que los valores de la isoenzima CK-BB no estén elevados. Esto puede indicar
que los altos valores de la CK y la CK-MB no se expliquen a partir de la gliosis ligera.

En clinica, los valores de la CK y CK-MB no se detectan normalmente o son muy bajos en los
sujetos sanos,* en contraste a los que se reportan para el GCN. Esto y lo que se discute arriba
pueden sugerir que los valores altos de la CK y CK-MB en todos los grupos no se expliquen por
los dafios que se inducen en los ratones debido a la insercion de los electrodos (GC1ly GC2) y la
aplicacion de la CED (GT1, GT2 y GT3). Otras dos causas pueden incrementar los valores de la
CK y la CK-MB: la taquicardia y el estrés emocional (estrés a corto plazo).*® En la taquicardia
severa los valores de la CK-MB y del indice relativo (CK-MB/CK) son elevados,*® en contraste
con los resultados de esta investigacion, lo que descarta esta posible causa. Sin embargo, el estrés
emocional (estrés a corto plazo) que se induce en todos los ratones por la decapitacion (forma de
eutanasia) puede conducir a la liberacién de catecolaminas que activan el sistema simpatico y el eje
hipotalamo-pituitario-adrenal, los cuales se relacionan con el aumento de los valores de CK y CK-
MB.®9

Las alteraciones de los pardmetros hematoldgicos, bioquimicos de la sangre y las variables
histologicas pueden sugerir la induccion de una respuesta inflamatoria sistémica en ratones
C57BL/6/Cenp por los estimulos mecéanico (insercion de electrodos en las patas) y eléctrico
(intensidad/tension eléctrica constante). El estimulo eléctrico depende del modo de la EChT vy del
arreglo de electrodos (geometria, cantidad, polaridad y forma de insercién de los electrodos), en
concordancia con simulaciones previas®61718 para el modo CED, la carga eléctrica de 3 C induce
una respuesta inflamatoria sistémica, de acuerdo con Nanda,*® quien reporta que esta respuesta

ocurre para cargas eléctricas < 6 C.
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La respuesta inflamatoria sistémica sugiere que el mecanismo dominante es la activacion de un
proceso inflamatorio sistémico, probablemente por la potenciacion del sistema inmune y/o la
liberacion de mediadores quimicos (por ejemplo, las citoquinas). Como resultado, la posible
existencia de una respuesta inmune celular tardia. Aunque el sistema inmunoldgico no se estudia
en profundidad, el mismo se activa después de aplicada la intensidad/tension eléctrica
constante.®6729 Esto puede corroborar que el sistema inmune se activa por la via de agentes no
infecciosos (traumatismos, quemaduras, isquemia y otros) y no por agentes infecciosos (no existen
diferencias significativas, entre los eosinéfilos, monocitos y baséfilos de todos los grupos).

El hecho de que el proceso inflamatorio sistémico prevalece sobre la respuesta inflamatoria aguda,
a los 14 dias, se confirma en este estudio porque prevalecen los linfocitos en los procesos
inflamatorios y no los neutrofilos y los macrofagos. Esto no quiere decir que la respuesta
inflamatoria aguda domine los primeros dias después de la aplicacion de la intensidad/tension
eléctrica constante, como se reporta en la literatura.®® Los linfocitos en los procesos inflamatorios
pueden explicar, en parte, la linfocitopenia en las hembras y machos de los GT1 y GT2 respecto a
los del GCN.

Los resultados evidencian que los efectos biolégicos que induce la CED no traen riesgo para la
salud de los ratones C57BL/6/Cenp machos y hembras tratados con 10 mA o 10 V durante 5 min
de exposicion, siendo menos notables estas alteraciones para el modo de tensidn eléctrica constante,
en concordancia con Holandino y otros.® Sin embargo, estos resultados no indican que para
intensidades de CED > 10 mA y tiempo de exposicion > 10 min se induzcan dafios irreversibles en
el organismo, e incluso la muerte, en concordancia con Gonzalez y otros.® Por otra parte, Gomes
y otros.®? reportan que la CED no induce dafios mutagénicos y genotdxicos. Se concluye que las
alteraciones de la EChT en los ratones C57BL/6/Cenp sanos son reversibles y el proceso

inflamatorio sistémico es dominado por los linfocitos.
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