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¢Por qué esta magnifica tecnologia cientifica, que ahorra trabajo y nos hace la vida méas
facil, nos aporta tan poca felicidad? La repuesta es, simplemente: porque ain no hemos
aprendido a usarla con tino.

Albert Einstein
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La salud y e bienestar del hombre son los logros perseguidos por las ciencias de la
salud. La obtencion de terapias curativas o paliativas con un minimo de efectos colaterales
para € enfermo se incluye en estos logros (Croke y Bourne, 1999). Entre las terapias mas
antiguas se encuentra la utilizacion de la energia del sol o de laluz mono o policromética para
el beneficio humano (Simplicio y cols., 2002). Recientemente se ha comprobado €l efecto de
la exposicion a sol sobre la produccién de melatonina en humanos (Boivin y cols., 1996), asi
como larelacion entre los estados depresivos y |a ausencia de exposicion o baja intensidad de
luz solar durante largos periodos de tiempo (Boivin y James, 2002; Karu y cols., 2003).

Desde mediados de | os afios 60, la manipulacion de la energia luminica aparecié como
una alternativa terapéutica (Mester, 1966) a partir del desarrollo de la tecnologia laser.
Utilizando altas y bajas potencias, se abridé un campo nuevo en la interacciéon de la energia
electromagnética con €l tejido bioldgico vivo. Entre |os procesos donde més se ha utilizado €l
l&ser a bagjas potencias como una potencial herramienta, ha sido en € control de la
inflamacion, reparaciéon de heridas cuténeas (Rigau, 1996; Ribeiro y cols., 2004; Gaida y
cols., 2004; Mendez y cols., 2004) y mucosas (Almeida-Lopes y cols., 1999), en tgjido 6seo
(Silva Junior y cols., 2002; Nicolau y cols., 2003; Barbos-Pinheiro y cols., 2003; Khadra y
cols. 2004) y disfunciones neuromusculares (Haraday cols., 1991; Asagai y cols., 1994 ay b;
Gur y cols., 2002; Ilbuldu y cols., 2004). Desde su inicio, los efectos obtenidos clinicamente
apuntaban al laser como una nueva terapia de bgjo costo, sin efectos colaterales y bien
aceptada por los pacientes. En este sentido podemos encontrar abundantes publicaciones de
estudios clinicos utilizando esta terapia (revision: Tuner y Hode, 1999; Reddy, 2004,
Enwemeka, 2004). Sin embargo la falta de estudios y resultados concluyentes sobre la

interaccion de la energia luminica a nivel celular y molecular, condujeron en pocos afios a la
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sociedad cientifica al escepticismo (Basford, 1993 & Basford, 1995). La diversidad de
parametros laser asi como la gran variedad de protocolos y metodologias usadas, hicieron que
muchos trabajos no se consideraron fiables o fuera imposible comparar entre ellos (Bagis y
cols., 2002). La explotacién comercia contribuyd a descrédito de esta terapia, ya que se
anunciaba como “cura milagrosa’ para un sin fin de enfermedades y problemas sin ninguna
base cientifica (Basford, 1993 a).

Actuamente la aplicacion clinica de esta terapia se redliza casi bordeando el
empirismo debido a la ausencia de apoyo en la investigacion cientifica que contribuya a
conocimientos basicos de la interaccion laser-tgjido bioldgico y, €l presente caso, a laser-
sistema neuromuscular. Algunos estudios béasicos, realizados por grupos de prestigio
reconocido utilizando l&ser con emision en la region del rojo e infrarrojo (IR) cercano, han
impedido que caiga en € olvido la investigacion asi como la utilizacién de la terapia l&ser en
general y en particular en disfunciones neuromusculares (Balaban y cols., 1992; Karu, 1999;
Karuy cols., 2001; Allaisy cols, 2003).

Los tegjidos bioldgicos tienen la capacidad de absorber la energia luminica y
transformarla en energia Util para la célula, hecho que se manifiesta principamente en
situaciones de estrés celular (Rigau y cols., 1991; Naray cols., 1991; Steinlechner y Dyson,
1993; Rigau, 1996). La determinacién de los acontecimientos celulares y moleculares de
interaccion de la energia procedente de laseres rojos y IR-cercano con € sistema
neuromuscular, particularmente en la neurotransmision periférica, seria determinante para el
conocimiento y optimizacion de la terapia laser en especiaidades como la rehabilitacion o
fisioterapia. Asimismo, otro conocimiento basico importante pendiente de investigar a fondo
es determinar el umbral de “seguridad del uso” de la terapia laser en determinados tejidos

patoldgicos y en los tejidos sanos circundantes.
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1.1. Unién Neuromuscular

La unidon neuromuscular es la singpsis mejor caracterizada desde € punto de vista
morfolégico y funcional. Debido a su sencillez, tamafio y localizacion accesible, estas sinapsis
permiten un andlisis experimental muy estandarizado (Purvesyy cols., 2001).

La unién neuromuscular esté dividida en un componente presindptico (neurona motora) y
un componente postsingptico (célula muscular esquelética). El espacio que separa estos
componentes se denomina hendidura sindptica.

El componente presinptico estd compuesto por € axon y la célula de Schwann. Parte
del control de este sistema esta regulado por la secrecion de un neurotransmisor, la
acetilcolina (ACh). En e componente presinaptico existen tres tipos de vesiculas: las
vesiculas sinapticas, vesiculas coated y vesiculas dense-core. Las primeras estén dispersas en
el termina de forma mas abundante que las otros dos. Se estima que en cada una de esas
vesiculas sinpticas hay una cantidad de entre 8000 — 10000 moléculas de ACh (un cuanta;
Brown, 1984; van der Kloot y Molgd, 1994). Las vesiculas coated estan situadas en las
proximidades de la membrana axonal y tienen la funcién de recambiar la membrana axonal
mediante su fusion a esta durante la neurotransmision, facilitando la exocitosis de ACh
(Palfrey y Artalgjo, 1998). Por ultimo las vesiculas dense-core, que parecen ser moduladoras
del componente postsingptico (Burgoyne y Barclay, 2002) cuanto a su maduracion y
mantenimiento (Pecot-Dechavassine y Brouard, 1993), las cuales pueden sufrir procesos de
exo-endocitosis a mismo sitio (Pecot-Dechavassine y cols., 1991; Pecot-Dechavassine y

Brouard, 1997; Colasante y Pecot-Dechavassine, 1996) (figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo ultraestrutural de la unién neuromuscular (componentes

pre- y postsinaptico).
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La membrana axona o axolema presenta densificaciones ricas en proteinas, por donde
son liberados los neurotransmisores. Estas &reas de la membrana axona se denominan zonas
activas (ZA). Las vesiculas sindpticas quedan preferentemente agrupadas en las cercanias de las
ZA, ancladas a unos microfilamentos. Estos microfilamentos se fijan a su vez alas zonas activas.
La célula de Schwann se deposita, firmemente anclada, sobre € axdn y precinta € espacio o
hendidura singptica por sus extremos externos. En la hendidura sindptica, se liberala ACh (Katz
y Miledi, 1965), este espacio mide entre 50 e 70 nm y esta ocupado por matriz extracelular
singptica (Heuser y Reeser, 1973). Entre otras macromoléculas ésta matriz singptica permite la
intima adhesién del axon al componente postsinaptico gracias a sistemas de adhesiéon neurd 'y
complgos integrinalaminina (Hall y Rutishauser, 1987). Estas uniones moleculares también
permiten la difusién de la ACh liberada desde las ZA hasta € componente postsingptico (figura
1) en un tiempo del orden de microsegundos (Alesy cols., 1998).

En & componente postsindptico se encuentra la membrana celular de la fibra muscular.
El componente postsingptico se identifica como una superficie con pliegues que forman una
depresion en la célula muscular, que se adaptay une a axén, denominada pliegue primario. A
parte del pliegue primario existen los pliegues secundarios, que son invaginaciones de las
membranas de las células musculares, perpendiculares y radiales, paralelas entre s y que
penetran cerca de una micra hacia €l interior de la célula muscular. Entre cada dos pliegues
secundarios hay una cresta que expone su membrana de una forma directa al axén. Estas
crestas presentan la membrana densificada por € acumulo de proteinas relacionadas con la
neurotransmision como canales ionicos, bombas y receptores de la ACh (RACh) (figura 2).
La fibra muscular tiene forma alargaday en su interior se encuentran abundantes nucleos y las
estructuras encargadas de la contraccion muscular: las miofibrillas. Las miofibrillas se
encuentran formadas por unidades contractiles basicas denominadas sarcomeras. A su vez en

el interior de cada sarcomera se encuentran unos filamentos proteicos inicialmente
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responsables de la contraccién: la actinay la miosinag, que se interdigitan longitudinal mente
entre si. Al dedizarse entre ellas producen acortamiento de la sarcomera y con €lo la
contraccion muscular. Existen otras proteinas, como la troponina y la tropomiosina, que

acttian en la regulacion del mecanismo de contraccion (Purvesy cols., 2001).
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Figura 2. Receptor nicotinico (membrana postsinaptica - unién neuromuscular) y sitios de
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sodio (Na") y potasio (K*); adaptado de Pestronk, 2004).
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1.1.1. Neurotransmision

L as neuronas transmiten las sefiales sensitivas y motoras por potenciales el éctricos que
se conocen por € nombre de potenciales de accion. Unavez iniciado el potencia de accién en
cualquier punto de la neurona, este llega a termina nervioso y se propaga por todo el
componente presinaptico hasta las ZA. Alli provoca la abertura de canales de calcio voltage
dependiente o0 voltage-dependent cal cium channels (VDCC), identificados por canales tipo P/Q
(Uchitel y cols., 1992; Day y cols., 1997), permitiendo la entrada de cerca de 50000
moléculas de calcio (Ca®") (Katz y Miledi, 1970; Catterall, 1992; Sakmann, 1992; Birnbaumer
y cols., 1994; Catterall, 1995; Losavio y Muchnik, 1997). El aumento de la concentracién del
calcio intracelular ([Ca?*]i) activa reacciones en cascada de moléculas presindpticas (Henzi y
MacDermott, 1992; lino y Tsukioka, 1994; Simpson y cols., 1995) y de la ZA como las
sintaxinas, sinaptobrevinas, sinaptofisinas, sinaptotagminas, entre otras (Jessell y Kandel,
1993). Uno de los resultados de estas reacciones en cascada es la exocitosis de las vesiculas
sinapticas con consecuente liberacion de ACh a la hendidura singptica. Con la elevacion del
[Ca®']i se produce la fusién muy rapida de un pequefio nimero de vesiculas sindpticas a la
membrana presindptica. Con e incremento residual del [Ca’*]i, otras vesiculas sindpticas se
aproximan a la membrana presinaptica a través de los microfilamentos. Estos filamentos se
desestructuran facilitando la aproximacion de las vesiculas hasta la membrana presingptica,
con la subsecuente fusion (Trifaro y Vitale, 1993). Conforme las vesiculas proximas a la
membrana presingptica se agotan, se van liberando las vesiculas de reserva (Hamill y
Sakmann, 1981; Parsons y cols., 1995). Se ha calculado que la neurotransmisién evocada por
un solo episodio de potencia de accidén provoca la exocitosis de unas 300000 vesiculas
sindpticas en todo € termina nervioso motor. Si cada vesicula exocitada incorpora su membrana

a la membrana axonal, hemos de suponer que un solo potencia de accion provocaria un exceso




Introduccion

de membrana axonal. En prevision de esto, paralelamente se activa un sistema de endocitosis de
membrana que, gracias a la participacién de unas proteinas de membrana como las clatrinas,
recuperan la membrana axonal apareciendo en € citoplasma axona casi tantas vesiculas coated
como vesiculas sindpticas que han sido exocitadas. Las vesiculas coated emigrardn hasta €
reticulo endoplasmatico liso reciclando dli su membranay credndose vesiculas sindpticas vacias
de ACh (Heuser y Reese, 1973). En su recorrido desde € reticulo endoplasmético liso hasta las
ZA e llenan de ACh hasta cubrir un cuanta. Las moléculas de ACh que han sido liberadas,
atravesaran la hendidura sindptica y se fijardn a RACh presentes en € componente postsingptico
(figuraly 2)

El receptor postsingptico tipo nicotinico de la ACh es una estructura proteinica
conformada por cinco subunidades (az, b, g y d). Hay dos unidades a y una de cada una de
las restantes unidades (figura 2). En las dos unidades a se unen dos moléculas de ACh,
provocando un cambio conformacional en €l receptor. Este cambio permite el paso de iones
sodio (Na") y potasio (K*) a través de la membrana postsingptica (figura 3). Este flujo de
iones provoca un cambio en e potencial de membrana postsindptica desencadenando el
potencial de placaterminal o End-Plate Potential (EPP) (Shafgat y cols., 1993). El cambio en
el potencial de membrana postsinaptica, en general, suele ser lo suficientemente intenso como
para llevar e potencia de membrana de la célula muscular muy por encima de su umbral,
produciéndose un potencial de accion postsindptico (figura 3). El potencial de accion
postsinaptico, desencadenado por EPP, hace que la fibra muscular se contraiga. Por otro lado,
existen componentes unitarios del EPP generados por |a pequefia descarga continuada de ACh
desde e terminal nervioso. Son peguefias despolarizaciones que surgen espontaneamente y
tienen aspecto similar a de los EPPs, pero de amplitud menor (0,5-2 mV) y se denominan
potenciales de placa termina en miniatura o Miniature End-Plate Potential (MEPPS). Esta

liberacion espontédnea ocurre como resultado de pequefias oscilaciones locaes en la
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concentracion de calcio intracelular, que provoca la fusién de alguna vesicula sinaptica con la
membrana presingptica (Silinsky, 1985; Losavio y Muchnik, 1997). Se cree que los MEPPs
son producidos por la liberacion de 8000 a 10000 moléculas de ACh contenidas en una
vesicula sindptica (van der Kloot y Molgé, 1994), mientras que |os EPPs son originados por la
liberacion masiva de ACh (200-300 cuantas de ACh), como respuesta a la excitacion del
terminal nervioso (Martin, 1966; Hille, 1992).

Los potenciaes sindpticos (EPPs y MEPPs) son revertidos mediante hidrélisis de las
moléculas de ACh por la accion de la enzima Acetil colinesterasa (AChE), con subsecuente
inactivacion de los receptores de ACh. La hidrdlisis de la ACh genera “colinas’ libres en la
hendedura sindptica. La colina es captada por el componente presindptico y utilizada como
substrato en la sintesis de nuevas moléculas de ACh, mediante la accién de la enzima colin
acetil tranferasa y de la acetil coenzima A mitocondrial. La ACh citoplasmética recién
formada es introducida en las vesiculas sindpticas vacias que se estan reciclando en

endosomas (Heuser y Reese, 1973) (figura 4).
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Figura 3. Esquemadel cambio idnico transmembrana durante €l potencia de placatermina y
potencial de accion. 1) Potencial de membrana en reposo. I1) Despolarizacion. I11)
Repolarizacién. 1V) Periodo refractario. V) Potencial de membrana en reposo (adaptado de

Chudler, 2003).
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1.1.2. Electrofisiologia

La neurotransmision en una unién neuromuscular puede ser estudiada por medio de
registros a traves de microel ectrodos, con un sistema de estimulacién el éctrica controladay un
sistema de registro intracelular de EPPs y MEPPs asi como su evaluacion (Hubbart y col.,
1969).

Los EPPs representan electricamente las corrientes postsinapticas resultantes de la
unién de neurotransmisores secretados por € terminal nervioso a los receptores postsindpticos
(RACNh). Para poder registrarlas se inserta un electrodo en las inmediaciones de la placay se
evoca la neurotransmision. Es preciso impedir la contraccion muscular ya que puede desal ojar
el microeletrodo. Habitualmente para eliminar las contracciones musculares podemos actuar
presindpticamente disminuyendo la concentracion de Ca®* o aumentar la concentracion de
magnésio (Mg®") en e medio extracelular o actuando parcialmente, bloqueando los RACh
con d-tubocurarina (dTC). El bloqueo postsinptico con dTC es posible debido a su capacidad
de acoplamiento a los RACh por un proceso de competencia entre e curare y la ACh
(Salgado y cols., 2000; Moyer y van Lunteren, 2001; Fortier y cols., 2001). La frecuencia en
la que el receptor se abre y se cierra es muy baja es decir, disminuye el niUmero de veces que
se abre y se cierra, pero no € tiempo que esta abierta ni €l i6n que pasa. Con d sulfato de
magnésio (MgS0O,) e blogueo presinaptico se produce en funcién de la penetracion del Mg®*
en los canaes bivalentes, compitiendo con e Ca’* (Caterrall, 1995) disminuyendo la
neurotransmision. Con estos métodos los EPP que se generan son muy bagjos (menos de 5
mV) y no llegan a umbral de disparo del potencial de accién muscular y e miocito no se

contrae.
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1.1.3. Neurografia motora

El axén de una misma neurona motora medular inerva un nimero variable de
miocitos. El conjunto de neurona motora y de las células musculares inervadas por esta, se
[lama unidad motora (UM). La despolarizacion de la membrana del cuerpo neurona de la
motoneurona con la consiguiente transmisién del cambio de potencial de membrana que se
transmite a través de su axon, es capaz de activar estos miocitos. La técnica de registro de los
cambios eléctricos que se producen en todos estos miocitos mediante electrodos de aguja
(receptores) se denomina electromiografia. Estos potenciales se llaman potenciales de unidad
motora (PUM) y son distintos para cada UM. Estos potenciales suelen presentar un inicio
brusco y su morfologia en genera es bi- o tri-fasica. Cuando se analizan estos PUM,
Unicamente se recogen |os que tiene un tiempo de subida, tiempo transcurrido desde €l pico de
la primera fase positiva hasta €l de la siguiente fase negativa, menor de 200 nseg. Esto nos
asegura que €l registro se realiza a una distancia muy corta. Los parametros mas valorables de
estos potenciales son la amplitud, que es medida desde €l pico positivo més bajo hasta €l pico
negativo mas alto, e nimero de fases (numero de veces que €l trazado del potencia pasa la
linea de base) y la duracion, tiempo que transcurre desde €l inicio del cambio de potencial
hastala vuelta alalinea de base (Kimura, 1983y 1989).

Utilizando electrodos estimuladores (en general de superficie) con una cierta
intensidad de estimulo eléctrico y situados cerca de un nervio, se consigue provocar un
cambio de potencial de membrana de los axones de este nervio. Esta despolarizacion es
transmitida en las dos direcciones del axén. La transmision de este cambio de polaridad de
membrana de un axon en sentido periférico es capaz de provocar la despolarizacion de la
membrana de los miocitos de su UM, provocando por tanto un PUM (Tsubahara'y Takenaka,

2002). Colocando potenciaes de recepcion superficiales encima de un musculo inervado por
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el nervio que ha sido activado, podemos recoger el cambio el éctrico producido por e conjunto
de PUM de las diferentes UM del musculo (Zalewskay cols., 2004). Este potencia se llama
potencial de accién muscular compuesto (PAMC; suma de diferentes potenciales UM). Esta
técnica se llama neurografia motora. En este caso los pardmetros més importantes que se
recogen de estos PAMC son la amplitud, medida desde €l pico positivo hata el pico negativo,
y la latencia distal, que es e tiempo que tarda en aparecer el PAMC desde que se redliza €
estimulo eléctrico (latencia) y nos da idea de la velocidad de conduccion (Bagisy cols., 2003;
Asaway cols., 2004). La amplitud del PAMC se correlaciona con € nimero de axones que
activan fibras musculares. La velocidad de conduccién se correlaciona con e correcto
funcionamiento de la vaina de mielina (Bayramoglu y cols., 2004; Ogura y cols., 2004). El
registro de estos potenciales también se puede realizar utilizando pins subcutédneos adyacentes

al muasculo que se explorara (Kimura, 1983 y 1989; Lomen-Hoerth y cols., 2003).
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1.2. Laser

La palabra laser procede del acronimo de Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation (luz amplificada por emisién estimulada de radiacion). Las caracteristicas que
diferencian la luz de un l&ser de la luz de una l&ampara fluorescente o de filamento son que la
luz laser esta compuesta por fotones con la misma longitud de onda (monocromaticidad), alta
concentracion de energia (intensidad), en fase espaciad y tempora (coherencia y
direccionabilidad). La posibilidad de focalizar € haz de laser en &reas muy pequefias y la
emision de atas densidades de energia, hacen del laser un instrumento de gran interés e
importancia para aplicaciones en las &reas de |a salud.

Los laseres son clasificados segun su efecto térmico o no térmico, en laseres de altay
de baja potencia. Los primeros son destinados principalmente a la cirugia, y son considerados
como un buen instrumento para la vaporizacion, corte y coagulacion de tejidos. La utilizacion
del laser como instrumento quirdrgico, se basa en la capacidad de transformacion de la
energia foténica (segin la longitud de onda) en energia térmica y caorifica en un tiempo
controlado. Este efecto afectard mas a un tegjido o a otro dependiendo del cromoforo
predominante. Son gjemplos de esta accion especifica:

a) Corte preciso de tegjido neuronal con laser de Diéxido de Carbono (CO,),

causando un minimo dafio periférico ya que es altamente absorbido por e agua;

b) Coagulacion de lesiones vasculares con laser de Neodimio: Ytrio-Aluminio-

Granada (Nd: YAG), debido a la ata absorcion de energia en esta longitude de
onda por la hemoglobina (Krishnamurthy y Powers, 1994).
Los laseres a baja potencia son aplicados tanto para € diagnéstico fotodinamico como

para la terapia terapia fotodinamica o para la terapia laser de baja potencia, conocida
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internacionalmente LLLT (Low Level Laser Therapy) (revisiones. Friedmann y Lubart, 1993;
Krishnamurthy y Powers, 1994; Basford, 1995; Rochkind, 1996; Navratil y Dylevsky, 1997).

LaLLLT hasido descrita como una técnica capaz de modular los procesos biol égicos.
El proceso de reparacion de tejidos pode ser modulado por la accion del laser seguin los
parametros de la irradiaciéon empleados, tales como: longitud de onda, forma de emision
(modo pulsado o continuo; Calderhead, 1991), densidad de potenciay de energia (Calderhead,
1991), frecuencia de pulsos, area de irradiacion, ritmo y tiempo de tratamiento (nUmero de
secciones semanales y totales), entre otros (Tuner y Hode, 1999).

El éxito de esta terapia ha sido referenciado en diferentes especialidades médicas y en
una gran variedad de estudios bioldgicos, en diferentes paises de todo € mundo. Pero su
forma de aplicacion y resultados obtenidos son en algunos casos contradictorios. Estudios
actuales, han revelado una gran variedad de mediadores celulares relacionados con el proceso
de interaccion laser-tgjido, tanto en € rango del rojo como en € infrarrojo cercano del

espectro electromagnético (Manteifel y cols., 1999; Nelson y Cox, 2000; Uzdensky, 2002).

1.2.1. Léser de baja potenciay la neurobiologia

El inicio de las investigaciones sobre la interaccion entre laluz y las células eucariotas
(especificamente con las mitocondrias) se di6 con e trabgjo de Arvanitaki y Chalazonitis
(1947), considerado hoy un referente. A partir de ese momento y durante las siguientes
décadas, aparecieron un gran nimero de resultados experimentales, reforzando las tesis de
gue tanto las neuronas como las células musculares pueden ser estimuladas por diferentes
longitudes de onda de luz visible (Balaban y cols., 1992).

La interaccion |éser-sistema nervioso aparece en la literatura con estudios a nivel del

sistema nervioso central (SNC) (lwase y cols., 1996; Rochkind y cols., 2002) y sistema
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nervioso periférico (SNP) (Comelekoglu y cols., 2002), tanto in vitro como in vivo, utilizando
diferentes longitudes de onda y/o parametros de irradiacion laser (TUner y Hode, 1999). Este
hecho, hace que la mayoria de los trabajos no puedan ser comparados y por otra parte, la
mayoria de autores no llagan a una conclusion creando la necesidad de més estudios para
esclarecer la accién del laser rojo de bgja potencia en €l SNP ya sea para reafirmar los
resultados o para justificarlos (Naveh y cols., 1990; Kono y cols.,, 1993; Chelyshev y
Kubitsky, 1995; Kasai y cols., 1996; Shamir y cols., 2001; Rochkind y cols., 2001) (tabla 1).
Los principios de la LLLT, tanto con laseres rojos como laseres infrarrojos, se basan
en la existencia de compuestos celulares sensibles a la luz, o croméforos (Walsh y cols,
1995), que absorben la luz. Esta energia absorbida es utilizada en reacciones biol6gicas
adenosina trifosfato (ATP)-dependientes siguiendo los principios de la fotobiologia (Karu,
1999). Se ha sugerido la presencia de algunos cromoforos en la unién neuromuscular situados
principalmente en la vaina de mielina y en las mitocondrias (Kasai y cols.,, 1996). La
capacidad de absorcion de estos cromoforos y la generacion de cambios bioldgicos, esta
relacionada con las propiedades fisicas de la luz empleada (principalmente la
monocromaticidad) y los pardmetros de irradiacion. Los principales efectos celulares
inducidos por l&seres de baja potencia en la unién neuromuscular son cambios en el potencial
de membrana, interferencia en la liberacidn de neurotransmisores (Fork, 1971), aumento de la
actividad respiratoria y fosforilacion en las mitocondrias neuronales (Zubkova y Sokolova,
1978) (figura 5). Otros autores refieren que parte de la accidn gercida por e laser de baja
potencia en la union neuromuscular consistiria en el incremento de la actividad del enzima
AChE con la aceleracion de la hidrdlisis de la ACh (Navratil y Dylevsky, 1997). Las
investigaciones no sélo demostraron que lainteraccion del laser de baja potencia era longitud

de onda dependiente sino también dosis dependiente, de esta forma reaparece la tesis de que
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los laseres rojos e infrarrojos pueden interaccionar con €l tegjido nervioso de forma diferente

uno del otro con sus ventgjas y limitaciones.

1.2.1.1. Léseresrojos

El efecto del l&ser rojo de Helio Nedn (HeNe, 632,8 nm) sobre la despolarizacion y el
periodo latente fue estudiado controlando directamente las corrientes idnicas a través de
membranas de neuronas con la técnica de patch-clamp en neuronas piramidales de
hipocampo, células de la gliade ratay en cardiomiocitos de cobaya (Karu y cols., 1996). Rey
cols, en e afo 1992. Ambos autores describieron € efecto del |&ser de baja potencia en la
membrana del nervio periférico después de la irradiacion con laser de HeNe. Se observo la
facilitacion del gradiente idnico por & aumento de la actividad de la Na'/K*-ATPasa. El
Cambio en laNa'/K*-ATPasa genera un gradiente de Na" y de Ca?* transmembrana que puede
interferir en la conduccion nerviosa (Kasai y cols., 1996; Lubart y cols., 1996) (figura 5).
Estos canales utilizarian el ATP extra para bombear Na' y Caf* (Karu y cols., 1996). Son
varios los trabgjos de Karu (revision 1999 y Karu y cols. 2001) y Passarellay cols. (1983 y
1984) que demuestran el aumento de la concentracion de ATP mitocondrial provocado por la
absorcion del 1aser de baja potencia en la region del visible. Se ha sugerido que los canales
ionicos son sensibles a aumento de ATP local, generado por la absorcion del laser de HeNe.
Otros investigadores observaron el efecto del l4ser sobre e incremento del [Ca']i
principalmente con luz visible (Young y cols., 1990; Lubart y cols., 1992; Karu, 1992; Vacca
y cols.,, 1996 y 1997; Lubart y cols., 1997). Yu y cols. (1997) también se ha descrito el efecto
del laser de Argon-Colorantes a la longitud de onda de 660 nm en € consumo de oxigeno
mitocondrial, potencial del fosfato y carga energética post-irradiacion con densidad de energia

de 0,6-4,8 Jcm? y densidad de potencia de 10mW/cm?. Lubart y cols. (1997) demostraron
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gue la accion especifica del laser a 632,8 nm era dosis dependiente pues, con una potencia del
orden de 0,3 mW y energias de 0,06-0,2 J obtenian un aumento de [Ca’*]i, pero cuando se
elevaba la dosis de irradiacion a una potencia de 10 mW y energias de entre 0,6-7,2 J se
producia la inhibicion de la captacion del i6n del medio extracelular hacia € intracelular.
Recientemente, Alexandratou y cols. (2002) demostraron en cultivos de fibroblastos humanos,
cambios inducidos por la irradiacion directa a utilizar e microscopio confocal. El laser
utilizado en este tipo de microscépio emitia a una longitud de onda de 647 nm. Los autores
observaron cambio en el potencial de membrana mitocondrial, ateracion del pH intracelular y
una descarga temporal global del [Ca’*]i. Este cambio en e Ca®* intracelular fue citado

anteriormente por Lubart y cols. (1996) pero con longitudes de onda de 540 y 780 nm.

1.2.1.2. Laseres infrarrojos

Muchos estudios con laser de infrarrojo cercano son pobremente controlados, con falta
de reproductibilidad y con incompleta informacion de pardmetros, generando el descrédito de
su utilizacion (Basford, 1995; Cambier y cols., 2000). La falta de conocimiento en cuanto ala
interaccion del laser a nivel fisiolégico y bioquimico son la base de esta controversia. Las
normas de publicacion han contribuido a mejora notablemente la calidad de los trabajos
publicados en relacion a décadas pasadas (Basford, 1995), pero los efectos a nivel molecular
del IR-cercano en el sistema nervioso periférico permanece desconocido (Bagisy cols., 2002),
principalmente por lafalta de inversion en su estudio morfol égico.

Estudios recientes han demostrado que la LLLT con léser IR-cercano puede afectar la
actividad del sistema nervioso (Asagai y cols,, 1994 ay b; Basford y cols., 1993 b y 1995;
Cambier y cols., 2000). Uno de los efectos descritos tanto en estudios experimentales (Khullar

y cols., 1995 y 1999) como clinicos (Midambay Haanaes, 1993; Khullar, 1996; Lee y cols,,
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1996) es la capacidad de la luz laser IR-cercano de modular la excitabilidad de células
neuronales.

El mecanismo general propuesto por Tiina Karu (1999) de la accion del laser rojoy IR-
cercano puede ser considerado una accion moduladora es decir, una radiacion puede estimular
y/o inhibir un proceso bioldgico dependiendo del tejido diana y de los pardmetros de
irradiacion. El laser IR-cercano induce la descarga del calcio a citoplasma, € cua es
responsable de la actividacion de ciertas funciones celulares. Los principales fotorreceptores
primarios en la célula son los componentes de la cadena respiratoriac flavinas,
dehidrogenasas, citocromos, y citocromo-c oxidasa. Moléculas que tienen en comun la
presencia de grupos prostéticos o enlaces quimicos que tienen la capacidad de oxidarse y/o
reducirse. La absorcién de fotones por estos componentes causa una activacion a corto plazo
de la cadena respiratoria. Esto lleva a cambios en € estado redox de la mitocondria. Un
aumento en € ion de hidrégeno intracelular y concentracion de ATP en las células eucariotas
causa activacion del Na'/K*-ATPase que influye en la actividad celular (Conlan y cols,,
1996). La absorcion de fotones, intensifica la formacion de un gradiente protonico
electroquimico transmembrana en la mitocondria siendo el Ca?* liberado hacia e citoplasma.
El ATP facilita que el Ca’* sea bombeado, generando més Ca®* en & medio circundante,
aterando e gradiente de concentracion del Ca®* del medio extracelular en relacion a
citoplasma. Esto activa una entrada répida de Ca®* hacia el citoplasma via canales iénicos
(Lubart y cols., 1992; Breitbart y cols., 1996; Lubart y cols., 1997; Greco y cols., 2001).

Tanto en neonatos como en adultos, la neurotransmision es dtamente dependiente de la
entrada de calcio desde & medio extracelular por los VDCCs (Katz y Miledi, 1970; Santafé y
cols., 2001 y 2002). Pequefios cambios en la [Ca?*]i pueden influenciar la neurotransmision

(Narita y cols., 2000). Considerando que las sinapsis traducen cuaquier modificacion de
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[Ca®']li en cambios en la neurotransmision y que € laser modifica la [Ca™i, la
neurotransmision podria ser afectada por lairradiacion laser.

La liberacion de ACh evocada en la unién neuromuscular del mamifero maduro es
medida por este influjo (Katz y Miledi, 1970). Considerando que las sinapsis pueden
demostrar € transito de calcio en la membrana o citosol, es posible que la transmisiéon en la
unién neuromuscular se afecte por lairradiacion del |R-cercano, puesto que se ha demostrado
gue la unién neuromuscular puede absorber longitudes de onda comprendidas entre los 500 y
1000 nm (Balaban y cols., 1992; Karu, 1999; Karu y cols., 2001). La especificidad en ladosis
y € tiempo de irradiacion todavia hoy en dia se discute en términos clinicos, principamente
debido ala escasez de datos concluyentes en investigacion basica.

Por todo lo expuesto hasta este momento, el poder encontrar un modelo in toto e in vivo
de union neuromuscular para € estudio controlado de los efectos del |&ser en e rango del
visible e IR-cercano, puede representar un paso adelante en el conocimiento de la interaccion

| &ser-tejido neuromuscul ar.
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Tabla 1. Resumen de los datos recogidos sobre la accion de laseres rojos y infrarrojos

cercanos en € Sistema Nervioso.

FENOMENO CAMBIOS MODELO LASER (hm) AUTOR (S
Reduccion delarepuesta
neuronal
Latencia Rojo

+ In toto HeNe (632,8) Balabany cals., 1992

+ In toto HeNe (632,8) Ebert y Roberts, 1997

0 Congo HeNe (632,8) Jarvisy cols., 1990

- Congo HeNe (632,8) Kasai y cols., 1996

0 Hombre HeNe (632,8) Lundeberg y cols., 1988

+ Congo HeNe (632,8) Shi y cols., 1997
Infrarrojo

+ Hombre AsGaAl (830) Basford y cols., 1993 b

+ Revisién Diodo (830) Barford, 1995

+ Hombre AsGaAl (830) Cambier y cals., 2000

0 Hombre AsGa (904) Greathouse y cols., 1985

0 Hombre Nd:YAG (1064) Itoy Tsulioka, 1989

+ Hombre AsGaAl (830) Lowey cols., 1994

0 Hombre AsGa (904) Lundeberg y cols., 1988

+ Hombre AsGaAl (890) Nobley cols., 2001

+ In toto Nd:YAG (1064) Orchardson y cols., 1997

+ Invitro AsGaAl (820) Walshy cols., 1995

0 Hombre AsGaAl (820) Walshy cols., 2000

Amplitud Rojo

0 Congjo HeNe (632,8) Jarvisy cols., 1990

+ Gato HeNe (632,8) Konoy cols., 1993

0 Hombre HeNe (632,8) Lundeberg y cols., 1988

+ Hombre HeNe (632,8) Nelson y Friedman, 2001

+ Invitro Argonio (488) Olsony coals., 1981

+ Invitro Diodo (685)

- In toto HeNe (632,8) Ratsbaum y cols., 1976

- Ratén HeNe (632,8) Rochkind y cals., 1987 b

+ Hombre HeNe (632,8) Walter y Akhanjee, 1985
Infrarrojo

- Hombre AsGaAl (880) Antipay cols., 1996

- Ratén AsGa (904) Assiay cols., 1989

0 In toto AsGa (904) Bagisy cols., 2002
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Reduccién del dolor

o

+ O O O O

+ + 4+ o+ o+ o+ o+

+ + 4+ + + 4+ + + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

In toto
Revisién
Hombre
Hombre
Hombre
Ratén
Hurén
(Ferret)
Ratén

Hombre

Hombre

Hombre

Hombre

Hombre

Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre

Hombre

Hombre

Hombre
Hombre
Hombre
Hombre

Hombre

Hombre
Hombre

Hombre

AsGa (904)
vishley IR
AsGa (904)

Nd:YAG (1064)

AsGa (904)

Nd:YAG (1064)
Nd:YAG (1064)

AsGaAl (830)

Rojo
HeNe (632,8)
Diodo (670)
Revisién
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
Revisién
HeNe (632,8)

Infrarrojo
AsGa
AsGaAl (880)
AsGaAl (830)

Nd:YAG (1064)

AsGa (904)

Diodo (780, 830)

Revisién
AsGaAl (830)
AsGaAl (832)

Revisién

AsGa (904)
AsGaAl (860)
AsGaAl (809)
AsGaAl (830)
AsGaAl (830)

Revisién

Diodo (660-950)

AsGaAl (830)
AsGaAl (830)

Comelekoglu y cols., 2002
Friedmann'y Lubart, 1993
Greathouse y cols., 1985
Itoy Tsulioka, 1989
Lundeberg y cols., 1988
Matsushitay cols., 1989
Orchardson y cals., 2000

Wakabayashi y cols., 1993

Antipay cols., 1996
Branco y Naeser, 1999
Enwemekay cols., 2004
lijimay cols., 1991
[buldu y cols., 2004
Suny Tuner, 2004
Walker, 1983

Allaisy cols., 2003
Antipay cols., 1996
Asagai y cols., 1996 a
Basford y cols., 1999
Branco y Naeser, 1999
Brugneray cols., 2000
Chow, 2001
Chow y cols,, 2003
Eckerdal y Bastian, 1996
Enwemekay cols., 2004
Gury cals., 2004
Irving y cols., 2004
Kreider y cols., 2004
Leey cols., 1996
Lowey cols., 1997
Marksy cols., 1999
Mokhtar y cols., 1995
More, 1996 a
More, 1996 b
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Aumento delatemperatura

Aumento del flujo sanguineo

en e SNP

Reparacion y proliferacion

celular neuronal

+ O + O + + + + o o +

o + O o o o +

o + + +

+ +

+

Ratén

Ratén

Ratén
Hombre

Hombre
Hombre
Hombre

Hombre

Congo
Hombre

Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Ratén

Hombre

Gato

Hombre
Hombre
Hombre

Hombre

Ratén
Hombre
Ratén

Revisién
AsGa (904)
Diodo (830)

AsGaAl (830)
AsGaAl (830)

Revisién

AsGa (904)
AsGaAl (830)
AsGaAl (830)
AsGaAl (830)

Revision

Rojo
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)

Infrarrojo
AsGaAl (810)
AsGaAl (810)
AsGaAl (830)

AsGa (904)

AsGa (904)
AsGaAl (830)
AsGaAl (820)

Rojo
HeNe (632,8)
Infrarrojo
AsGaAl (830)
AsGaAl (810)
AsGaAl (810)
AsGaAl (830)

Rojo
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)

Navratil y Dylevsky, 1997
Parrisy cals., 1994

Satoy cols., 1994
Simunovic, 1996
Suny Tuner, 2004
Tam, 1999
Tascioglu y cols., 2004
Toiday cols., 2003
Tullberg y cols., 2004
Taner y Rode, 1999

Jarvisy cols., 1990
Lundeberg y cols., 1988

Asagai y cols., 2000 a
Asagai y cols., 2000 b
Cambier y cals., 2000
Greathouse y cols., 1985
Lundeberg y cols., 1988
Stadler y cols., 2004
Walshy cols., 2000

Del'tsovay cals., 1983

Asagai y cols., 1996 b
Asagai y cols., 2000 a
Asagai y cols., 2000 b
Tullberg y cols., 2004

Andersy cols., 1993
Antipay cols., 1996
Assiay cols,, 1989
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+ + 4+ + + + o+ + + o+ F o+ o+ + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

o o + o+

+ + 4+ + + 4+ + + + + o

Revisién
Hombre
Ratén
Hombre
Invitro
Ratén
Ratén
Ratén
Ratén
Ratén
Perro
Hombre
Ratén
Ratén
Ratén
In toto
Perro
Congjo
Invitro
Invitro
Invitro
Invitro

Invitro

Hombre
Ratén
Ratén
Ratén

Ratén
Hombre
Ratén
Ratén
Ratén
Hombre
Rata
Hombre
Hombre
Perro

HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
Revisién
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
Diodo (780)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
HeNe (632,8)
Diodo (670)
HeNe (632,8)
Infrarrojo
AsGaAl (880)
AsGa (904)
AsGa (904)
AsGa (890)

AsGa (1220)
Revision
AsGaAl (905)
AsGaAl (808)
AsGaAl (830)
AsGaAl (820)
AsGaAl (830)
AsGaAl (830)

AsGaAl (820-830)

AsGa (904)
Revision

Belkiny Schwartz, 1989
Bersnev y cols., 1996
Buliakovay Azarova, 2000
Dionette y cols., 1996
Mester y cols.,, 1991
Navehy cols., 1990
Nisan y cols., 1986
Rochkind y cols., 1987 a
Rochkind y cols., 1989
Rochkind, 1992

Rochkind y cols., 1992
Rochkind y cols., 1996
Rochkind y cols., 2001
Rochkind y cols., 2002
Rosner y cols., 1993
Santiesteban y cols., 1988
Schwartz y cols., 1987
Shahar y cols., 1996
Snyder y cols., 2002
van Breugel y Bar, 1992
van Breugel y cols., 1993
Wollman y Rochkind, 1998

Antipay cols., 1996
Assiay cols,, 1989
Bagisy cols., 2003
Chelyshev y Kubtsky,
1995

Dionette y cols., 1996
Gigo-Benato y cols., 2004

Khullar y cols., 1995
Khullar y cols., 1996
Khullar y cols., 1999
Midambay Haanaes, 1993
Miloro y Repasky, 2000
Santiesteban y cols., 1988
Taner y Rode, 1999
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Invitro Diodo (780) van Breugel y cols., 1993
Invitro Diodo (830)
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Laser rojo Laser infrarrojo

Degranulacion de
mastocitos

.

Y Microcirculacion

Y Actividad celular

ﬂﬂﬂﬂ- ﬂﬂﬂﬂ,

<+ Difusion en € tgido

v

Citocromo-c oxidasa

v

Influencia en € gradiente protonico
através de lamembrana mitocondrial

v

Y Na'/H*, Y Na'/K* - ATPasa

' v

Y [ATP]
v

—>

con efectos en € Ca®*. Na" v K* intracelular

Influencia en la permeabilidad de las membranas celulares,

Paralizacion esfincter
arteriocapilar

v

Y Microcirculacion

Y Actividad celular

v

Y Actividad de los receptores de membrana celular

v

¢nfluenciaen el potencia de accion presinaptico y/o postsinaptico?

v

Jnfluencia en la neurotransmision?

Figura 5. Esguema de eventos celulares conocidos y que se espera que se produzcan en cascada, post-irradiacion con laser rojo e infrarrojo

cercano, con longitud de onda entre 600 - 1064 nm del espectro el ectromagnético.
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2. HIPOTESISY OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Considerando la existencia de la interaccion de la radiacion electromagnética
producida por los laseres emitiendo en la regidén del visible infrarrojo cercano sobre la
actividad celular, se propone que esta radiacion podria tener la capacidade de producir

cambios en la transmisiéon neuromuscular in toto e in vivo.

2.2. Objetivo General

Estudiar € efecto de los laseres de diodo de Arseniuro de Galio-Aluminio (AsGaAl,
655 y 830 nm) a baja potencia sobre la neurotransmision en la unién neuromuscular de

musculo diafragmay musculo elevador largo de la oreja de raton.

2.3. Objetivos Especificos

- Estudio eectrofisioldgico de los potenciales evocados de placa terminal con
bloqueo pre- y postsinaptico en diafragma de ratén,

- Estudio electrofisiologico de los potenciales espontaneos de placa terminal
en miniatura en diafragma de ratén,

- Estudio neurografico motor del potencial de accion muscular compuesto en

el masculo elevador largo de la orgja de raton.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animales

Se utilizarén 82 ratones Swiss, de 20-25 g de peso (Criffa, Barcelona - Espafia). Los
animales fueron divididos en dos grupos, un grupo para estudio electrofisiologico (n = 60) y
otro grupo para estudio neurogréfico motor (n = 20). Dos animales fueran utilizados para
experimentos de andlisis de temperatura y transmision del laser sobre muestras de piel y
diafragma. Los animales mantenidos en la Facultat de Medicina'y Ciencias de la Salud de la
Universidad Rovirai Virgili, en condiciones de estabulacion estandar en cajas de Makrolon®
(23x46x14 cm®) a una temperatura entre 20 e 22°C, regulada con un termostato electrénico y
humedad relativa de 60-70 %. Sometidos a ciclos de 12 horas de luz blanca artificia, con
l&mpara de nedn, y 12 horas de oscuridad. La alimentacion se realiz6 con pienso de
mantenimiento del tipo A.04 Panl ah° y agua ad libitum.

Para el estudio electrofisiolégico se utilizarén hemidiafragmas con su aporte nervioso,
aislados (in toto) para registro intracelular. En e estudio neurografico motor de musculo
estudiado in vivo, se utiliz6 & misculo elevador largo de la oreja de ratén o Levator auris
longus (LAL).

La manipulacién de los animales fue realizada siguiendo la ley aprobada en 1995 por
el Parlamento de Catalufia del 21 de junio (5/1995), de proteccién de animales utilizados para

la experimentacion y para otros finales cientificos.
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3.2. Obtencién de las muestras

Los animales fueron anestesiados con tribomoetanol al 2 % intraperitoneal (0,15 mi/10
g de peso) (Sigma-Aldrich, Steinheim- Alemania) y seguidamente desangrados. Para la
obtencion de las muestras en cada animal, €l térax y la parte superior del abdomen eran
extraidos en blogue y sumergidos en solucion de Ringer normal (en mM: NaCl, 137; KCl, 5;
CaCly, 2; MgSOs, 1; NaCHOg3, 12; NaHPO,, 1y glucosa, 11) oxigenada con 95 % O,y 5 %
COs,. El hemidiafragmay € nervio frénico derecho correspondiente fueron aislados bajo lupa
estereoscopica. El nervio frénico se aislé a partir de su ramificacion, cerca de la superficie del
hemidiafragma, evitando cualquier traccion del tejido nervioso durante esta fase. A partir de
aqui, e hemidiafragma es liberado cuidadosamente del tejido conectivo que cubre e lado
torécico del musculo, procurando evitar perforaciones trauméticas de las fibras musculares.
Unavez que € nervio frénico y e hemidiafragma estaban separados de sus vainas conectivas
se liberaba el corazén y los correspondientes cuerpos vertebrales. El resto de estructuras de la
pared torécica, pared abdominal y musculos eran disecados, dejando sélo 3 0 4 mm de pared
costal. Finalmente, las cogtillas se escindian de los cuerpos vertebrales restantes, y se
disecaban los hemidiafragmas (Fortier y cols., 2001). En este momento el hemidiafragma con
su nervio se transferia a una camara de mantenimiento y registro con 1 ml de solucion de
Ringer normal, que se renovaba cada 30 minutos. Los experimentos se redlizaron a

temperatura ambiente, entre 21y 25°C.
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3.3. Laser

Se utilizaron dos diodos laser de Arseniuro de Galio-Aluminio (AsGaAl) (SORISA,
Barcelona - Espafia) de 655 y 830 nm de longitud de onda. Antes de iniciar cada experimento,
los diodos eran calibrados con un medidor de potencia y energia (2-Watt Broadband
Power/Energy Meter, Modelo 13 PEM 001/J, Holanda). Previamente a la redlizacion de la
técnica de electrofisiologiay neurografia motora se determino la temperatura y la absorbancia
de las muestras de diafragma asi como la piel de ratdn, utilizando diferentes dosis de
irradiacion | aser.

Para €l cédlculo de los diferentes parametros (tabla 2) densidad de energia, energia,

densidad de potenciay areadel haz, se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Densidad de energia (Jcm?) = energia (J) / &readel haz (cm?)
Energia (J) = potencia (W) x tiempo (s)
Densidad de potencia (mW/cm?) = potencia (mW) / &readel haz (cm?)

Areadel haz (cm?) = p x radio®




Material y Metodos

Protocolo Longitudde DE Energia Potencia DP Tiempo
onda(nm) @J/em?)  (J) (MW) (MmW/icm?) (9

A 655 4 0,8 20 100 40
B 655 12 2,4 118 590 20
C 830 4 0,8 86 430 9
D 830 12 24 86 430 28
E 655 137,9 27,6 20 100 1379
F 655 416,5 83,3 118 590 706
G 830 92,9 18,6 86 430 216
H 830 279,1 55,8 86 430 649

Tabla 2. Protocolos experimentales de irradiacion laser. En los protocolos la emision del haz
para ambos |aseres fue continuay con un &rea del haz constante de 0,2 cm?. Los protocolos de
A hasta D y de E hasta H se utilizaran en el estudio electrofisiolégico y neurografico motor

respectivamente. DE — densidad de energia. DP — densidad de potencia.
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3.4. Temperatura de la muestra durante lairradiacion laser

Dos preparaciones de hemidiafragma y dos muestras de piel de raton de la region
periauricular fueron aisladas para evaluar los posibles cambios de temperatura durante la
irradiacion tanto con laser de 655 nm como con laser de 830 nm. Los parametros de
irradiacion fueron: energia desde 0,8 J hasta 83,3 J, DE desde 4 hasta 416,5 Jcm? y DP desde
100 hasta 590 mW/cm?, un tiempo de 9 hasta 1379 s. La obtencién de la temperatura fue
realizada a través de dos sondas térmicas (YSI Reusable Temperature probe - YS
Incorporated 402, resolucién + 0,2°C). Una de las sondas era fijada en contacto con las
muestras (en medio de Ringer normal). La otra sonda era mantenida como referencia, en
solucion de Ringer. Ambas conectadas a un analizador multicanal digital (Letica— TMP 812).
Antes de la irradiacion se registraba la temperatura control de la muestra 'y postirradiacion se
registraba la temperatura durante cinco minutos. El equipo laser fue calibrado previamente al
inicio del experimento. La solucién de Ringer normal se renovaba cada 5 minutos, junto al
cambio de muestra o de la dosis de irradiacion testada. Durante los experimentos la
temperatura ambiente fue de 25,9 + 0,07°C, no interfiriendo en los valores de temperatura de

las muestras.
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3.5. Transmision delaluz

3.5.1 Muestras de pidl humana

Se utilizaron muestras de piel abdominal humana, de un individuo sano caucésico de
35 afos, sometido a cirugia plastica de lipectomia abdominal. La muestra de piel fue
mantenida a temperatura ambiente en medio esencial minimo hasta el momento de su
utilizacion, gue no superd las dos horas siguientes a su exéresis.

En la superficie de la piel seirradio por contacto con los diodos laseres de 655 nm (16
hasta 74 mW) y 830 nm (18 hasta 69 mW). Al otro lado de la muestra se detectaba la energia

transmitida con un medidor de potencia. Lairradiacion se hizo con el haz de 0,2 cm?.

3.5.2. Muestra de piel de ratén

Una muestra de piel de ratén fue obtenida de la region periauricular, mantenida en
Ringer normal oxigenada hasta el momento de su utilizacion, que se hizo dentro de las dos
horas siguientes a su exéresis.

Se procedidé a la medicion de la energia transmitida con la misma metodologia

utilizada en la transmision de piel humana.

3.5.3. MUsculo diafragma de ratdn

Se utilizo un hemidiafragma con su correspondiente nervio siguiendo la misma

metodologia de aidamiento y preparacion y se procedié a la medicién de la energia
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transmitida siguiendo la misma metodologia utilizada en las mediciones de la transmision en

piel.
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3.6. Estudio electrofisiolégico

Los registros intracelulares se realizaron mediante un microelectrodo de borosilicato
(didmetro interno: @1 nm; resistencia de punta: 48-52 MW), conteniendo KCl (3M) en su
interior. El electrodo de registro se conectd a un amplificador (Tecktronics, AMS02). Otro
electrodo de Ag-AgCl mantenido a cierta distancia, conectado a bafio a través de un puente
de Agar (Agar 3,5 % en 137 mM NaCl) se utilizd como referencia. Los registros fueron
digitalizados (Digidata 1322A Interface, Axon Instruments, Foster City - USA), amacenados

y analizados por ordenador con e programa Axoscope 9.0 (Axon Instruments) (figura 6).

3.6.1. Estudio poblacional de MEPPsy EPPs con bloqueo pre- y postsindptico

En e estudio poblacional de potenciales de placa termina en miniatura y de
potenciales evocados, se utilizaron varias fibras musculares y los registros fueron hechos
durante 60 minutos antes (control) y después de lairradiacion laser.

La apariciéon de los MEPPs se registré durante un periodo de un minuto, con el andlisis
de la frecuencia por minuto y la amplitud, que fue calculada y corregida asumiendo un
potencial de membrana de —80 mV (figura 7).

Para los registros de EPPs se insert6 una fibra muscular con un electrodo de registro y
se estimulé continuamente el nervio a una frecuencia de 0,5 Hz por medio de dos electrodos
de oro conectados a una unidad estimuladora (Cibertec CS-20) (figura 6). Laintensidad de los
estimulos fue siempre tres veces mayor que €l valor del umbral de estimulacion del musculo.
Durante € registro se previno la generacion de la contraccion muscular mediante el blogueo
postsinaptico con dTC [1,5-2,5 "M (Sigma-Aldrich)] o por bloqueo presinptico con MgSO,

(4-7 mM) que se afiade al medio de mantenimiento de la muestra (Hubbard y cols., 1973). No
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fue necesario realizar ninguna correccién de la sumacion no-lineal de la neurotransmision ya
que las concentraciones de dTC y MgSO, fueron ajustadas para la obtencion de EPPs
menores de 4,5 mV de amplitud (McLachlany Martin, 1981) (figura8 A y B).

Los primeros 20 EPPs de cada fibra fueron despreciados y los 50 EPPs siguientes
fueron registrados, con un minimo de 15 fibras control y 15 fibras post-irradiacion (tabla 2)
por musculo. Fue rechazado todo registro cuyo potencial de membrana fuera menor a—-50 mv
asi como los registros gque tenian oscilaciones superiores a5 mV con relacion al valor inicia
de registro.

La media del contenido cuantico (M) de la repuesta evocada fue evaluada con €l
método de la varianza:

M = (Verp)? / ((Serp)® = (Suido)),

donde Veppes lamedia de la amplitud de EPP, y Sepp Y Shido SON la desviacion media estandar
del registro de amplitud de EPP y la desviacion media esténdar del ruido, respectivamente
(Hubbard y cols., 1969). La amplitud media (X) por fibra fue calculada y corregida
asumiendo un potencial de membrana de -80 mV. Lalatencia (L) de la respuesta evocada fue
analizada con €l lapso de tiempo transcurrido desde la aparicion del artefacto de estimulo
hasta la base del EPP. En los experimentos fueron seleccionados para registro solo los EPPs

con menos de 2 ms de tiempo de subida (figura8 A y B).

3.6.2 Estudio de EPPs con pares de pulsos

El fenébmeno de la facilitacion de la neurotransmision fue estudiado mediante registros
de estimulos dobles o par de pulsos (PP). El PP genera facilitacion cuando se estimula el axén

por dos estimulos eléctricos de idéntica intensidad, dentro de un espacio corto de tiempo. Lo
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gue se espera con esta estimulacion doble es el aumento de la amplitud del segundo EPP
respecto a primero. Para tal fin, € nervio fue estimulado con dos estimulos de 40 Hz
separados por 25 ms. Fue comparada la facilitacion entre las fibras control versus las
irradiadas después de 4 y 12 Jcm? de densidad de energia, en preparaciones bloqueadas
parcialmente con dTC (Meakin y cols, 1992) y en presencia de concentracion ata de
magnesio (Foldes, 1981). Los registros fueron obtenidos de un minimo de 30 fibras por
musculo (fibras control e irradiadas). El andlisis se realizo con e calculo de la razon entre la

amplitud del primer EPP (X1) y € segundo EPP (X3): X1/X2 (figura9).
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Figura 6. Esquema del sistema de registro electrofisiolégico intracelular con muestras
aidadas. A) Camara de registro conteniendo preparacion de hemidiafragma de ratén con su
nervio frénico, acoplada a los electrodos de estimulo (a), electrodo de referencia (b) y

electrodo de registro (¢). B) Sistemadigital deregistroy andlisis de los registros.
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Figura 7. Registro intracelular de MEPPs (1 minuto). Escala barra horizontal, 1 ms; barra

vertica, 1 mV.
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Figura 8. Registro intracelular de EPPs en negro y la media en rojo, realizados en fibras
musculares de diafragma de ratén con blogueo postsinaptico con dTC (A) y presingptico con
ata [Mg®] en & medio (B). El bloqueo con curare o con Mg?* permite que las amplitudes
permanezcan en niveles de sumacion lineal (£ 4,5 mV). AE- Artefacto de estimulo. X-
amplitud media (mV). L- latencia media (ms). Tsub- tiempo de subida media (ms). Escaa

barra horizontal, 1 ms; barravertical, 1 mV.
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Figura 9. Registro intracelular de EPP con PP en fibras musculares de diafragma de raton con
bloqueo presindptico con dta [Mg*] en & medio o bloqueo postsingptico con dTC. AE-

Artefacto de estimulo. Escadla: barra horizontal, 10 ms; barravertica, 2 mV.
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3.7. Estudio electroneurogr afico

Este estudio se realiz6 en el musculo elevador largo de la orgja (Erzen y cals., 2000) o
Levator auris longus (LAL) (figura 10) de 20 ratones anestesiados previamente por via
intraperitoneal con tribomoetanol a 2 % (0,3 mI/10 g de peso) (Sigma Aldrich, Steinheim -
Alemania). El nervio auricular posterior (Trachtenberg, 1998) fue expuesto quirdrgicamente,
bajo lupa estereoscopica con aumento de 10x. Entonces, utilizando dos electrodos de
tungsteno insertados en e meato acUstico, se estimulé continuamente € nervio a una
frecuencia de 0,5 Hz mediante una unidad estimuladora (Cibertec CS-20). Para €l registro de
los potencial de accion motor compuesto (PAMC) fueron utilizados dos electrodos de
tungsteno, uno insertado subcutdneamente sobre el musculo (electrodo de registro) y € otro a
distancia (electrodo de referencia). El electrodo de registro se conecté a un amplificador
Neuro Data IR183 (Cygnus Tehcnology, Inc.) (figura 11). Fueron registrados y evaluados los
PAMCs. Se hicieron 3 tipos de registros de PAMCs por animal en 0, 5y 10 minutos después
de lairradiacion (tabla 2). Los registros previos a la irradiacion fueron considerados registros
control (3 registrog/animal).

Los registros fueron digitalizados (Digidata 1322A Interface, Axon Instruments,
Foster City - USA), amacenados y analizados por ordenador. Se utilizo € programa
Axoscope 9.0 (Axon Instruments) para la adquisicion y andisis de los registros. El andlisis
fue redlizado a partir de la medida entre los picos negativo y positivo (peak-to-peak) de la
amplitud del registro del PAMC (figura 12). En estos experimentos (registro pre- y post-

irradiacion) no se movio ninguno de los electrodos.
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—
W

Figura 10. Esquema del musculo elevador largo de la orgja o Levator auris longus (LAL). a)
Origen (region mediana del craneo). b) Insercion (oregja). ¢) Nervio auricular posterior. d)
Localizacion de electrodos de registro y referencia. Escalar barra horizontal, 1,0 mm

(Adaptado de Angaut-Petit y cols., 1987).
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Figura 11. Esquema de registro de PAMCs evocados. A) Sistema digital de registro y andlisis
delosregistros. B) Animal en posicion, con 2 electrodos de estimulo insertados en la rama del
nervio auricular posterior facia en el meato acUstico (a) y en € un paguete muscular del
musculo LAL 1 electrodo de registro (b) y 1 electrodo de referencia (c), a una distancia de 0,5

cm del electrodo de registro.
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peak-to-peak

Figura 12. Registro de PAMCs en LAL de raton. Amplitud de pico positivo a pico negativo
(peak-to-peak) del PAMC evocado. AE- Artefacto de estimulo. Escala: barra horizontal, 2,5

ms; barravertical, 2 mV.
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3.8. Andlisis estadistico

L os resultados fueron almacenados y procesados mediante Microsoft Office 97 (Excel
como hoja de célculo). Los valores de los datos estan expresados en media + la media de error
estandar (Standard Error Mean; SEM). Los célculos estadisticos se hicieron con el programa
GrafhPad Prism 2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA - USA). La significacion
estadistica fue evaluada por el Andlisis de Varianza (ANOVA), con la prueba post-hoc de
rango multiple de Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando

p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Temperatura durante lairradiacion laser

Diferentes autores han descrito que un ligero cambio en la temperatura de la union
neuromuscular podria afectar la fisiologia neuronal (Goodgold y Eberstein, 1978; Walsh y
cols., 1995). Aungue € cambio de temperatura puede corregirse por medio de calculos de
normalizacion (Cambier y cols., 2000), debe evitarse, trabajando en condiciones préximas de
las fisiologicas. Los resultados obtenidos, en las condiciones de trabgjo utilizados en la
experimentacién, demostraron no diferencia significativa (p>0,05) en la temperatura tanto en
las muestras control como en las post-irradiacion (sometida a diferentes dosis). El registro se
realizé durante € periodo de 1 a 5 minutos post-irradiaciéon (figura 13 y 14) para los

diferentes | aseres.
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Figura 13. Temperatura de las muestras de hemidiafragma de ratdén post-irradiacion
(protocolos A, B, C e D; tabla 2) con los diodos laseres de 655 y 830 nm. Las barras
representan el porcentagje de cambio entre control e irradiado (media + SEM). Las diferencias

no fueron significativas (p>0,05).
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Figura 14. Temperatura de las muestras de piel de ratén post-irradiacion (protocolosE, F, G e
H; tabla 2) con los diodos laseres de 655 y 830 nm. Las barras representan el porcentgje de
cambio respecto a la temperatura control (media £ SEM). Las diferencias no fueron

significativas (p>0,05).
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4.2. Transmision de los laseres de AsGaAl (655 y 830 nm) a través de muestras de piel

humana, muestra de piel y masculo diafragma de ratén

Durante la interacciéon de los distintos laseres con los tejidos bioldgicos, uno de los
fendmenos Opticos que suele ocurrir es la transmision de la radiacion laser a través de los
tejidos. Cuanta mas energia es contenida por €l tejido y menor es la cantidad de energia
transmitida a través de este, mayor es la interaccion entre el laser y €l tegjido bioldgico. Para
evaluar la cantidad de energia laser que quedaba en las muestras de piel humana, piel y
musculo diafragmético de raton durante la irradiacién con laseres 655 y 830 nm, se hicieron
mediciones de latransmisién de radiacion a través de estas muestras.

La transmision del laser de AsGaAl 655 nm a través de la muestra de pie humana
(epidermis, dermis papilar y folicular, 1,5 mm de grosor) de individuo adulto caucasico y piel
de rat6n (1,0 mm de grosor) es de aproximadamente del 3 %, mientras que la transmision a
través la muestra de diafragma de ratén es de aproximadamente 8,5 %. El porcentgje no se
altera a pesar de la elevacion de la densidad de potencia sobre la muestra (figura 15 A).

Latransmision del |&ser de AsGaAl 830 nm a través de la muestra de piel humana es
de aproximadamente del 1 %, siendo en piel de raton de aproximadamente del 4,3 %. La
transmision a través la muestra de diafragma de ratén es de aproximadamente 21 %. El
porcentaje se atera cuando elevamos la DP sobre las muestra (figura 15 B).

Estos resultados demuestran que poca energia es transmitida a través de las muestras
estudiadas, o sea, mucha de la energia que llega a las mismas puede interaccionar con los

medios celulares en cuestion.
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Figura 15. Transmision de los laseres 655 nm (16 hasta 74 mW) y 830 nm (18 hasta 69 mW)
através de muestras piel humana (m), diafragma (C)) y piel deratdn (e). Lairradiacion se hizo
con el haz de 0,2 cm®. Los datos representan el porcentaje de la potencia transmitida a través

de lamuestra. A) Irradiacion con léser diodo de 655 nm. B) Irradiacion con laser diodo de 830

nm.
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4.3. Estudio eectrofisiologico. Estudio poblacional de MEPPsy EPPs con blogueo pre-y

postsinaptico

4.3.1. Efecto de lairradiacion ldser en los potenciales de placatermina en miniatura (M EPPS)

La liberacion espontanea de vesiculas singpticas (MEPPs) parece responder, entre
otras cosas, a cambios locales sutiles en la homeostasis del calcio. Interesa pues, ver s e laser
puede modificar la homeostais del calcio en las cercanias de la maquinaria de la
neurotransmision que se evidenciaria como un cambio en la frequencia de aparicion de los
MEPPs. Ademés una variacion en la amplitud de los MEPPs nos indicaria alguna

modificacién anivel de los receptores de acetilcolina

Los resultados del estudio electrofisioldgico poblaciona de 692 fibras musculares se
encuentran resumidos en la tabla 3 y figura 16. No se observan diferencias significativas
(p>0,05) entre controles e irradiados con las dosis |&ser testadas.

La ausencia de cambios en los MEPPs descarta la posibilidad de cambios pré (cambio
en la frecuencia de los MEPPs) o postsinapticos (cambios en la amplitud de los MEPPs) sea

cual sea los léseres estudiados con las distintas dosis empleadas.

Dosis L &ser Frecuencia Amplitud Fibras
(Jlcm?) (nm) (% cambio) (% cambio) (n)
4 655 16,7+ 5,6 6,7+ 39 120
12 655 176+44 109+44 211
4 830 821+18 14,84 + 5,0 181
12 830 12,65+ 6,3 7,82+ 38 180

Tabla 3. Porcentaje de cambio en los MEPPs post-irradiacion |aser.
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Figura 16. Efecto del laser de baja potencia sobre los potenciales de placa termina en
miniatura (MEPPS). Irradiacion con léser diodo de 655 (protocolos. A y B) y 830 nm
(protocolo: C y D). Frecuencia de potenciales en miniatura por minuto. Amplitud
normalizada asumiendo un potencial de membrana de -80 mV. Las barras representan el

porcentaje de cambio (media + SEM). Las diferencias no fueron significativas (p>0,05).
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4.3.2. El efecto de lairradiacion |aser en los potenciales evocados de placa terminal (EPPs) en

la presencia de curare (dTC)

Las aportaciones en la literatura investigada, proporcionan bases tedricas de que tanto
los laseres en la region del rojo como del infrarrojo son capaces de generar cambios en los
eventos ATP y/o calcio-dependentes relacionados en e proceso de la neurotransmision. De
entre las diferentes posibilidades estarian los cambios en la respuesta presinaptica y/o
postsinaptica.

La utilizacion del curare en las preparaciones permite disminuir la fuerza de
contraccion del muasculo en estudio por un sistema competitivo entre e neurotransmisor
(ACh) y la d-Tubocurarina (dTC) por € receptor nicotinico (RACh), pero sin bloquearlo
completamente. Es decir que este método permite que € componente presindptico funcione
completa y fisioldgicamente sin ninguna interferencia por parte del investigador. Esto nos
permite estudiar la influencia de los |&seres sobre la concentracion o tiempo de liberacion del
neurotransmisor que se pone en evidenci con cambios en € contenido cuantico, amplitud o
latencia de respuesta en los EPPs.

En la tabla 4 y figura 17 A y B estdn resumidos los resultados del estudio
electrofisiol6gico poblacional de 355 fibras musculares.

Tras irradiar con laser de 830 nm con dosis de 12 Jem? 99 fibras no hubo cambios en
la latencia (p>0,05), pero € contenido quantico y la amplitud fueron significativamente mas
pequerios respecto al control (p=0,0126 y p=0,038, respectivamente).

Los resultados demuestran la influencia del léser IR a 12 Jcm? sobre la

neurotransmision que se alteraran e contenido cuantico y la amplitud.
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4.3.3. Efecto de la irradiacion léser en los EPPs en presencia de alta concentracion de

magnesio (MgSO,)

Cuando los EPPs se registran en un medio con alto [Mg?*], entra menos calcio en €
axon y e neurotransmisor es liberado en menor cantidad. Es interesante la realizacion de este
tipo de experimentos ya que: @) € componente postsingptico no esta manipulado
farmacol 6gicamente (a diferencia de los experimentos con curare) y entonces variaciones en
la amplitud de los EPP pueden ser sugestivas de afectacion postsinptica; b) puede detectarse
un posible efecto de lairradiacion del 1aser sobre la neurotransmisién que no podia detectarse
en |os experimentos con curare.

En la tabla 4 y figura 17 A y B estdn sumarizados los resultados del estudio
poblacional de 346 fibras. La irradiacion con las distintas dosis y longitudes de onda no
mostro diferencias significativas (p>0,05) en el contenido cuantico, amplitud o latencia.

La ausencia de cambios en los EPPs en presencia de alta [Mg®'], post-irradiacion,
demuestra la inexistencia 0 no detectable influencia de los l&seres testados sobre el

componente pré-sinaptico con la técnica empleada.
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Estudio Dosis Léaser Contenidocuantico Amplitud Latencia Fibras
(I/em?) (nm) (%) (%) (%) (n)
EPPdTC 4 655 17,1+9.3 69+28  40+06 106
12 655 17,2+ 3.3 84+71 150%6,0 60
4 830 16,9+ 6,5 141+26 56+27 90
12 830 278+36* 219+28* 42+11 99
EPP MgSO, 4 655 11,0+ 27 148+95 31+24 65
12 655 11,6+ 8,7 6,5+42 1,3+0,7 71
4 830 74+51 102+£51 32+0,7 106
12 830 79124 39+19 31+14 104
* p<0,05

Tabla 4. Porcentaje de cambios respecto a control en los EPPs post-irradiacion léser en

presencia de dTC o alta concentracion en el medio de MgSO..
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Figura 17. Efecto del |aser de baja potencia de AsGaAl de 655 y 830 nm de longitud de onda,

sobre los potenciales evocados (EPPs). Las barras representan el porcentaje de cambio sobre

los correspondientes controles (media = SEM). * Diferencias significativas (p<0,05). Estudio

poblacional de musculos con blogueo postsinaptico (dTC) y presinaptico (MgSQOy), irradiados

con 4y 12 Jem?. A) Irradiacion con 655 nm (protocolos: A y B) y B) Irradiacién con 830 nm

de longitud de onda (protocolo: Cy D).
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4.4. Efecto delairradiacion laser en los EPPs evocados con un par de pulsos (PP)

El estudio de la facilitaciéon y la depresion sinptica es una de las técnicas clasicas en
electrofisiologia para poner en evidencia la eficacia singptica. Para ello se utilizan trenes de
pulsos de alta frecuencia. Los primeros pul sos suelen generar EPPs progresivamente de mayor
tamano. Eso es debido a que antes de que el sistema buffer del calcio (bombas de calcio,
mitocondrias, cisternas del reticulo endoplasmatico liso, etc) haya restaurado la concentracion
de calcio a vaores iniciales aparece e siguiente pulso. A este fendbmeno se le denomina
facilitacion. Depués de esta facilitacion inicial le sigue una depresion, es decir que los EPPs
generados son progresivamente de menor tamafio. Esto es debido a que se estan agotando las
reservas de vesiculas sindpticas y progresivamente se libera menos neurotransmisor.
Actualmente se utilizan estimulos dobles, separados solo por unos milisegundos, que
unicamente pueden facilitar y que ponen de manifiesto la eficacia de la neurotransmision en
relacion con lafisiologia del ion calcio. Si el I&ser influyera sobre la neurotransmision a través
de modificar lafisiologia del ion calcio se podria observar con el método del par de pulsos.

En la tabla 5 y figura 18 se resumen los resultados del estudio en un total de 1087
fibras. No se ha encontrado ningun cambio (p>0,05) en la facilitacion de EPP, respecto a
control en las distintas dosis y longitudes de onda con bloqueo pre- (MgSO,) 0 postsinaptico
(dTC).

La ausencia de cambios en la facilitacion descarta la posibilidad de influencia de los

l&seres 655 y 830 nm, alas dosis testadas sobre €l ion calcio.
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EPP Par de Pulso Dosis  Laser X1/X2 Fibras
(Jlem?  (nm) (% cambio) (n)

Blogueo con MgSO4 4 655 26,6+ 17 121
12 655 143+ 11,1 102
4 830 22,7+14,1 152
12 830 81+59 123

Blogueo con dTC 4 655 195+ 1,6 76
12 655 231+119 189
4 830 175+ 19 166
12 830 48+1,0 158

Tabla 5. Porcentge de cambios respecto a control en los EPPs por par de pulsos post-

irradiacion laser en presencia de dTC o alta concentracion de MgSO,.
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Figura 18. Efecto dd laser de bgja potencia sobre los EPPs por par de pulsos en un medio con
concentraciones altas de magnesio (4—7 mM, en 498 fibras) y en preparaciones de dTC (589
fibras). Irradiacion con laser diodo de 655 (protocolos: A 'y B) y 830 nm (protocolos Cy D). Las

barras representan € porcentgje de cambio (media £ SEM) en € estudio poblacional realizado.

Las diferencias no fueran significativas (p>0,05).
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4.5. Neur ografia motora

La electrofisiologia in toto empleada en los apartados anteriores permiten de una
forma muy controlada, en cuanto a las variables del medio, evaluar la interferencia de la
irradiacion laser sobre e sistema neuromuscular. Sin embargo, las técnicas con la muestra
aislada sulen obviar la interrelacion de la muestra con otros tejidos y organos. Es posible que
no se observen cambios en un modelo in toto pero s in vivo. La influencia de los laseres a
baja potencia sobre la neurotransmisiéon y generacion de potenciales de accidn postsinépticos
puede ponerse de manifiesto en un sistema neuromuscular in toto. Por 1o que, este estudio se
hizo con la intencién de medir posibles alteraciones en € potencia de accién motor
compuesto (PAMC) del musculo Levator aurislongo (LAL).

En la figura 19 estdn resumidos los resultados de los PAMCs de 48
registros/experimentos/musculos. No se ha encontrado ningin cambio (p>0,05) en los
muscul os irradiados respecto al control con la longitud de onda de 655 nm a una DE de 137,9
Jem? (porcentaje de cambio respecto al control: 10,39 + 0,46 %, n = 12) o con DE de 416,5
Jem? (porcentaje de cambio respecto a control: 2,81 + 0,73 %, n =12). Tampoco se observé
cambio significativo (p>0,05) en los musculos irradiados con la longitud de onda de 830 nm
ni auna DE de 92,9 Jcm? (porcentaje de cambio respecto a control: 2,53 + 1,44 %, n =12) ni
aDE de 279,1 Jcm? (porcentaje de cambio respecto al control: 5,9 + 1,41 %, n=12).

L os resultados obtenidos no corroboran los resultados obtenidos en la electrofisiologia
in toto, frente a lairradiacién con longitud de onda de 830 nm ala dosis de 12 Jcm?, pero son
coherentes con los resultados obtenidos en los apartados anteriormente descritos. Asi s €l
léser IR a 12 Jem? es capaz de modificar la neurotransmision, este fenémeno no se repite en

un sistemain vivo sano.
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Figura 19. Efecto dd laser de baga potencia en los PAMCs (n
registros/animal). Laser diodo de 655 (protocolos: E y F) y 830 nm (protocolo: G y H). Los
datos representan el porcentgje de cambio (media = SEM) respecto a los valores control. Las

diferencias no fueron significativas (p>0,05).
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5. DISCUSION

Estudios realizados sobre la interaccion de los laseres a bagja potencia a la longitud de
onda de 655 nm (rojo) y 830 nm (IR-cercano), permiten especular sobre una posible accién
sobre e sistema neuromuscular (tabla 1) Los laseres de baga potencia utilizados con
parametros adecuados de densidad de potencia y de energia, interaccionan con organelas
celulares (Lombard y cols., 1993; Tuner y Hode, 1999, Karu y cols., 2004). La absorcién de
fotones en tejido bioldgico desencadena reacciones electro-quimicas que llevan a un aumento
de la sintesis de ATP (Bolognani y cols., 1992; Wilden y Karthein, 1998), transcripcion y
replicacion del acido desoxirribonucleico (van Breugel y Bar, 1992), modificacion iénica
(transporte y amacenamiento) intra y extracelular (Breitbart y cols., 1996; Lubart y cols.,
1996 y 1997; Greco y cols.,, 2001), estimulacion de la accidon de la acetilcolinesterasa
(Navratil y Dylevsky, 1997), interferencia en el gradiente de protones en la membrana
mitocondrial (Passarella y cols., 1983 y 1984; Friedmann y cols., 1991), variacion de la
actividad de las enzimas glutamato dismutasa y aspartato transferasa (metabolismo de
aminoécidos) y superoxidodismutasa (antioxicidante; Lombard y cols., 1993).

La teoria mas aceptada es que la energia de los laseres rojos e IR-cercanos es
absorbida en la célula principalmente, a nivel de las mitocondrias y membranas, que es donde
se sitlia la mayoria de croméforos conocidos. Seguin ha demostrado Tiina Karu (Karu, 1999;
Karu y cols.,, 2001, Karu y cols., 2004), € fotén de longitud de onda en el espectro visible-
rojo interacciona con la cadena respiratoria, directamente a nivel del citocromo-c oxidasa,
presente en las crestas mitocondriales, con el consecuente aumento en la sintesis del ATP
(Karu y cals., 2004) (figura5). En € caso de los laseres IR la energia del foton es muy débil
predominando su caracter electro-magnético de onda por encima del energético de foton

aunque, Karu ha demostrado la absorcion selectiva de la energia hasta alrededor de los 900
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nm del espectro electromagnético en e componente aa3 del citocromo 3 oxidasa
produciéndose en consecuencia, un aumento de la sintesis de ATP.

Un aumento del ATP citosdlico a nivel del componente presinaptico, tanto por
interaccion del laser rojo como del IR-cercano, puede traducirse en un incremento en el
transporte activo de iones transmembrana (Na“, K*, Ca®*, etc) (van Breugel y cols., 1992;
Friedmann y Lubart, 1993; van Breugel y cols, 1993) o, podria influenciar la
neurotransmision, ya que el ATP forma parte de las vesiculas sinapticas participando como
co-neurotransmisor (Giniatullin y Sokolova, 1998; Galkin y cols., 2001). Asi mismo, un
aumento del ATP citosdlico podria generar cambios en las reaccion ATP-dependientes
(Friedmann y Lubart, 1993; Navratil y Dylevsky, 1997).

Se han redizado estudios de interaccion |&ser-tgjido nervioso in vitro ein vivo, en estado
fisiol6gicamente sano y patol dgico (tabla 1). Sin embargo, debemos tener en cuenta que |os datos
obtenidos a través de estudios con € tgjido nervioso in vitro no siempre se pueden extrapolar a
los mecanismos de la union neuromuscular in vivo o in toto. Asi como también, en muchos
puntos, los efectos de los laseres sobre |0s procesos de reparacion no pueden ser extrapolados a
los tejidos sanos y normales, debido a cambios en € pH, microcirculacion, oxigenacion, etc.

Las longitudes de onda mas comunmente usadas en el espectro del IR-cercano, son
aquéllas comprendidas entre € 810 y el 905 nm. Con longitudes de onda entre 820 - 890 nm,
se ha observado en humanos sanos voluntarios, la interaccién con la conduccion nerviosa
(LoweYy cols., 1994, Cambier y cols., 2000, Noble y cols., 2001). Otros estudios con 830 nm
y 904 nm observan un aumento significativo en e pico negativo de latenciay reduccion de la
neurotransmision (Walsh y cols.,, 1995; Ebert y Roberts, 1997). Asi mismo, también
encontramos referencias sin resultados significativos utilizando laluz laser de 904 nm, aunque

cabe mencionar que estos autores trabagjaron con emision de luz laser frecuenciada con
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diferentes pulsos en vez de en emision continua (Bagis y cols., 2002; Comelekoglu y coals.,
2002).

Estudios clinicos demostraron reduccion del dolor después de la irradiacion tanto en el
espectro visible con 630 - 670 nm [lijima y cols.,, 1991 (dolor post-herpetico); Branco y
Naeser, 1999 (dolor en la sindrome del Tunel Carpiano)] como en el IR con 820 - 830 nm
[Leey cols., 1996 (dolor cervical); Eckerdal y Bastian, 1996 (dolor trigemial); Khullar y cols.,
1996 (parestesia), Miloro y Repasky; 2000 parestesia)]. Branco y Naeser (1999), utilizando un
diodo laser IR (904 nm) pulsado ha encontrado una reduccion clinica significativa del dolor
en e sindrome del Tunel Carpiano. Los resultados obtenidos perduran incluso méas de 24
meses. Sin embrago, todavia se pueden encontrar estudios clinicos que no obtienen resultados
significativos de la conduccion nerviosa del  nervio radial, por gemplo, en humanos sanos
con dolor provocada experimentalmente, tanto con 820 nm (Walsh y cols., 2000) como con
904 nm en emision frecuenciada (Greathouse y cols., 1985). Estos resultados apuntan a una
posible ausencia de respuesta a la reduccion de la neurotransmision en sistemas sanos.

Muchos estudios clinicos han demostrado reduccion del dolor (Irving y cols., 2004;
Halguder y cols., 2003), aceleracion en el proceso de reparacion neuronal (Miloro y Repasky,
2000) y depresion de la neurotransmision (Nelson y Friedman, 2001), a distintas longitudes de
onda y dosis (Enwemeka y cols., 2004), sin embargo algunas aportaciones, tanto
experimentales como clinicos, han obtenidos efectos nulos o negativos utilizando parametros
parecidos (tabla 1). Por lo que persiste la polémica en cuanto a longitudes de onda mas
adecuadas y que dosis son las indicadas en cada patologia, asi como que dosis terapéuticas
causan algun dafio en tegjidos sanos.

A pesar de los resultados publicados de los efectos de los l&seres rojo y |R-cercano (tabla

1) favoreciendo la actividad neurona y su utilizacidn en clinica, no habia alin ninguna evidencia

71



Discusion

de como laluz del laser puede influir en la singpsis neuromuscular (Basford y cols., 1993 b; Sun
y Turner, 2004; Reddy, 2004).

Los léseres rojo e IR-cercano poseen propiedades Opticas distintas que varian seguin €
tejido bioldgico irradiado, propiedades como la energia del fotdn, € coeficiente de dispersion y
el coeficiente de absorcion, entre otros (Anderson y Parrish, 1982; Star, 1997). El laser rojo
posee un fotén mas energético y con menor poder de penetracion en los tgjidos, comparado a €
l&ser IR (Enwemeka, 2001). El coeficiente de dispersion en los distintos tejidos es directamente
proporciond a grado de concentracion de coldgeno (Anderson y Parrish, 1982). Un tgjido con
gran cantidad de fibras organizadas dificulta la transmisién de la luz, pero puede o no interferir
en e coeficiente de absorcion (Larsson y coals., 2002). El coeficiente de absorcidn depende de la
concentracion de cromoforos existentes en un determinado tegjido, que puedan absorben una
longitud de onda determinada. La interaccion del laser con e tgido depende pues,
principalmente alalongitud de onday de la energia (Bagis y cols., 2002). Léseres en emisién en
el IR pueden ser absorbidos por moléculas de agua, enzimas, etc. La interaccion de la energia
absorbida puede inducir efectos en estructuras vecinas, como por giemplo sintesis o actividad de
proteinas (Bolognani y Volpi, 1991).

Otro efecto clinico que ha sido demostrado por diferentes autores, es € efecto del laser a
baja potencia sobre la microcirculacion (6l Sayed y Dyson, 1996; Schaffer y cols., 2000), con
una vasodilatacion postirradiacion que se mantiene durante 10 minutos después de cesar la
irradiacion (Kubota, 2002). Este fendbmeno ha sido estudiado siguiendo varias vias de
investigacion, destacando los trabgjos redizados en los afios 80 por Trelles y colaboradores
(1989 ay b) que demostraron la degranulacién del mastdcito en lengua de rata por andlisis loca
y en sangre cardiaca del nivel de histamina, demostrando la diseminacion sistémica de las
aminas vasoactivas. El efecto de la histamina sobre la circulacion provoca vasodilatacion y

aumento de la permesbilidad vascular. Otro mecanismo de accidén es e efecto sobre las
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metarteriolas, produciendo un aumento de lairrigacion sanguinealocal (el Sayed y Dyson, 1996)
(figura 5). Este efecto vascular de aumento de la permeabilidad, vasodilatacion y de aumento de
la microcirculacion es independiente de un efecto térmico desde € punto de vista fotobiol 6gico
pero, s que produce un aumento de la temperatura (Stadler y cols., 2004) en € tgjido irradiado a
aumentar € flujo sanguineo y este aumento de temperatura si que podria influir en la conduccién
nerviosa ddl &rea. Esta descrito que la velocidad de conduccion nerviosa puede variar de entre 1
y 2,4 milisegundos por cada grado centigrado de cambio de temperatura (Goodgold y Eberstein,
1978; Cherniack y cols., 2004), asi como puede promover cambios en la latencia (Bahrami y
cols.,, 2004), y en la neurotransmision (Samigullin y cols., 2003). Sin embargo, no debemos
olvidar que & sistema nervioso es un sistema atamente controlado, equilibrado y regulado. Es
posible que un efecto directo de excitacion de la neurotransmision inducido por los laseres in
vivo, sea compensado por una disminucion de la neurotransmision por € aumento de la actividad
mitocondrial y aumento de la concentracién del ATP (De Castro e Silva y cols., 2001),
mobilizacion de Ca’*, cambio en € gradiente proténico, etc., que provocaria una réapida
liberacion de neurotransmisores o una rdpida repolarizacion (Belkin y Schwartz, 1994).

En este estudio fue evaluada la influencia directa de la radiacion de los laseres de diodo
rojo (655nm) e IR-cercano (830 nm) en la unién neuromuscular, a través de preparacion aidada
de nervio frénico con su musculo diafragmético correspondiente y en misculo elevador largo de
la orgja de raton. Las técnicas de electrofisiologia en muestras aidladas y neurografia motora in
Vivo son idéneas para este tipo de estudios, puesto que la metodologia para ambas técnicas esta
muy bien estandarizada y aceptada por la comunidad cientifica (Chrisman y cols., 1972; Foldes,
1981, Brown, 1984). La técnica de dectrofisologia permite controlar casi todas las variables
(por giemplo la composicion del medio, nivel de nutricion y oxigenacion de la muestra; Foldes,
1981), situacion dificil de lograr en un estudio in vivo. La unién neuromuscular de diafragma de

ratén es similar a la humana (Meskin y cols., 1992), lo que permite sugerir que los resultados
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obtenidos en este estudio nos pueden orientar para entender que ocurre en los musculos
humanos. La neurografia motora sin embargo, nos permite evaluar € sistema neuromuscular in
vivo y la influencia que la circulacion sanguinea y e ambiente organico-tisular pueden tener
sobre la misma, comparando con los resultados obtenidos con muestras aidadas (Asagai y cols.,
1994 ay b; Bagisy cols., 2003)

Las técnicas de electrofisiologia permiten registros de la conduccién nerviosa con
precision (medidas de amplitud y latencia) y por consiguiente, podemos valorar objetivamente
los efectos fisioldgicos que e laser pude producir en las células (Baxter, 1994; Basford y
cols,, 1999). En € presente estudio se utilizo la electrofisiologia para evaluar los efectos a
diferentes dosis de irradiacion con laser rojo e IR. Se evalu6 el contenido cuantico, la
amplitud y la latencia de EPPs con alta concentracién de magnesio en e medio (bloqueo
presingptico) o con dTC (blogueo postsinaptico). También se evalud e posible efecto sobre la
liberacién evocaday facilitacion de EPPs, y en la frecuenciay amplitud de MEPPs.

Segun la literatura consultada, las dosis de energia varian desde 0,13 a 15 J (Baxter,
1994; Ebert y Roberts, 1997; Turner y Hode, 1999; Enwemeka y cols, 2004). Las dosis de
energia que se han utilizado en este estudio, siempre se han mantenido entre 0,2 y 2,36 J,
tanto para estudio electrofisiolégico como en la neurografia motora. Asi mismo, como era la
primera vez que se realizaba una irradiacion en este sistema de trabgjo, para descartar un
posible efecto térmico (principamente del laser IR) se evalud los posible cambio en la
temperatura de la muestra antes, durante y después de la irradiacion con diferentes dosis de
irradiacion. La inexistencia de cualquier ateracion en la temperatura de la muestra durante y
post-irradiacion permite descartar la interferencia del factor térmico en los resultados
electrofisiologicos obtenidos. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Walker y
Akhanjee (1985), Basford y cols. (1990), Bibikova 'y Oron (1994), los cuales utilizaron dosis

deirradiacion incluso inferiores a las empleadas en este estudio.
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Siguiendo las leyes de la fisica, la absorcion de la luz es inversamente proporciona ala
transmision. La piel, tanto humana como de raton, tiene unas caracteristicas pticas muy poco
homogéneas provocando por una parte, una dispersion importante debido a la presencia de fibras
de coldgeno (Kovach y Athanasiou, 1997) y por otra lado, la presencia de foliculos pilosos,
queratinay pigmentos hacen que se absorban la mayoria de los fotones que pretenden alcanzar €
subcutaneo. Produciéndose un aumento en la absorcidon en este tipo de tgido (Anderson y
Parrish, 1982; Larsson y cols, 2003). En ambos tipos de laseres, llegd a tgido ceular
subcutaneo menos ddl 10 % del total de energia emitida, asi que lamayoria de laenergia emitida
queda absorbida en los tegjidos previos como la pidl, interaccionando con la muestra, durante los
estudios de neurografia motora, menos de un 10% (figura 15). El fendmeno fisico de la reflexién
especular de la luz sobre las muestras se minimizo d irradiar en contacto con la muestras. En la
muestra de musculo de ratén, se observé una mayor transmision de la longitud de onda del 830
nm comparado con & 655 nm es decir, los fotones del 1&ser de 655 nm eran mas absorbidos en €
musculo que los fotones del laser de 830 nm. Uno de los motivos podria ser la gran
concentracién de mitocondrias, poseedoras de muchas moléculas como los citocromos que
absorben principalmente longitudes de onda del visible. Por 1o que en genera, se utilizan dosis
energéticas més elevadas de IR para facilitar la absorcion de fotones suficientes para producir
una respuesta bioldgica (Ebert y Roberts, 1997; Comelekoglu y cols., 2002, Kujawa y cols.,
2003). S se aumenta en superficie la densidad de potencia de emision del Iéser de 655 nm, no se
modificaron los valores de transmision en las distintas muestras, este hecho, probablemente sea
debido a fendmenos como la reflexidn difusa en € interior del tejido que aumenta en relacion a
aumento de la densidad de potencia (aumento del total energético fotonico; Pope, 2001). Cuando
aumentamos la densidad de potencia del laser de 830 nm se produce un aumento en la
transmision a traves de la muestra muscular y una disminucion de la misma, a traves de la pidl.

Este es otro de los gemplos de como la interaccidn luz-tejido varia entre estudios in vitro e in
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vivo. In vitro, las células reciben la irradiacion directamente con la posibilidad de absorber un
nimero importante de fotones. Por e contrario, en & sistema in vivo los fotones pueden ser
absorbidos en multitud de cromdéforos intray extracelulares (microcirculacidn, impedancia de la
piel, etc.; Anderson y Parrish, 1982).

La cantidad de energia laser absorbida en las muestras del estudio electrofisiol6gico es
lo suficientemente grande como para permitir la interaccién energética con las areas de la
unién neuromuscular, puesto que e sistema facilita la absorcion, con una transmisién minima
(figura 15). En e momento de insertar las fibras musculares para €l registro se procuré que
siempre fueran o mas superficiales posible. En el caso de la neurografia motora, el electrodo
de registro se coloco subcutaneamente dado que el musculo LAL es uno de los mas planos y
més subcutaneos del raton.

Para saber s las dosis de energia que estdbamos utilizando in vivo se algjaban mucho
de las dosis utilizadas en clinica, se determind la transmision de los léseres (655 y 830 nm) a
través de una muestra de piel humana de adulto sano. La irradiacién transcutanea demostro
que la piel humana permite la transmisién media de un 3% del laser de 655 nm y 6,6% del
l&ser de 830 nm. Irradiando piel de ratén latransmision del |&ser rojo fuedeun 2,9% vy el laser
IR-cercano fue de 4,3%, en media (figura 15). Estos porcentgjes nos indican la parte de
energia emitida en superficie que puede llegar a la capa muscular. O sea que, para extrapolar
los valores energéticos de este estudio es necesario tener en cuenta los valores de absorcion de
la energia en piel humana. En € estudio de neurografia motora, las energias para ambos los
léseres (tabla 2), fueron calculadas considerando la absorcion que se produce cuando la
energia traspasa la piel del ratdon. Asi los resultados de la electrofisiologia se podian comparar
alos de la neurografia motora desde € punto de vista energético.

El disefio experimental del estudio dectrofisolégico permite la discriminacion de los

efectos (directos e indirectos) del 1aser sobre el componente presingptico (terminal nervioso) y/o
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los efectos sobre € componente postsingptico (célula muscular). Cambios presingpticos irian
ligados a variaciones de los siguientes parametros: € contenido cuantico, la latencia de los EPP,
cambios en la facilitacion de los EPP de los pulsos dobles y la frecuencia de aparicion de los
MEPPs. Pardmetros relacionados con cambios a nivel postsingptico son: la amplitud de los EPP
y de los MEPPs. El bloqueo pre o postsindptico (ata [Mg?] y dTC, respectivamente) permiten
determinar cua de los componentes expresarian los cambios provocados por los laseres.
Indirectamente ademés, permite evidenciar cambios en e gradiente de Ca?* puesto que, en la
transmision sindptica, los niveles neuronales de Ca’* interfieren directamente en la liberacion de
ACh. Cambios en estos mecanismos calcio-dependientes presinapticos se traducen en cambios
en e contenido cuéntico, facilitacion de los pulsos dobles y frecuencia de aparicion de los
MEPPs. Por otro lado, la activacién de los receptores postsingpticos por la ACh provoca la
entrada de Na™ a componente postingptico, lo cual activan las cascadas de eventos que

culminaran en variaciones del potencial de membrana que registramos como EPPs 0 MEPPs.
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5.1. Efecto del laser rojo sobrela neurotransmisién (in toto)

En base ala bibliografia, debemos considerar que si la irradiacion con laser rojo puede
inducir algin cambio en la concentracion de calcio intracelular ([C&']i), la actividad
mitocondrial, vesicular o de membranas del reticulo endoplasmatico (Alexandratou y cols.,
2002), puede ser que estos cambios ocurran fuera de las zonas activas y de la maguinaria de
liberacion de la acetilcolina. También puede ser que sean cambios que no generen
modificaciones detectables por las técnicas de electrofisiologia (Llinas y cols., 1992;
Schweitzer y Williamson, 1995). Ademés, cualquier aumento de la [Ca?*]i en los terminales
nerviosos debe ser répidamente compensado, como forma de garantizar la neurotransmision
en sus diferentes formas de plasticidad actividad-dependiente, ya que los movimientos del
cacio estan muy bien regulados en los terminales nerviosos (Zucker, 1996). Una vez la
liberacion del transmisor se produce, varios mecanismos actlian para devolver la [C&']i a
valores basales. El excedente de [Ca’*]i puede ser regulado por mecanismos de calcio-
taponamiento o calcio-activacion por proteinas como las calpainas (Méelloni y Pontremoali,
1989), camodulina (Rasmussen y Means, 1989), activandose las cisternas del reticulo
endoplasmico liso a través de receptores de la rianodina (Coronado y cols., 1994; Leong y
Maclennan, 1998) o con la expulsién del calcio hacia € medio extracelular (Blaustein, 1988;
Carafoli, 1988). En las células nerviosas, estos mecanismos actuarian blogueando de una
forma mucho més eficaz los cambios de la [Ca’*]i, s |o comparamos con otro tipo de célula
como por gemplo, fibroblastos, hepatocitos o miocitos (donde se han realizado la mayoria de
estudios laser).

La mayoria de los trabajos publicados atribuye a laser rojo una accion excitadora
sobre la neurotransmision relacionada con el proceso de reparacion neurona (Rochkind y

cols, 1987 ay b, 1989, 1992, 1996, 2001), pero también algunos trabajos demuestran una
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accion sobre la acetilcolina (ACh). Lundeberg y colaboradores (1988) refieren que la ACh es
uno de los neurotransmisores més sensible al laser de baja potencia. En este sentido, Navratil
y Dylevsky (1997) describen la ACh como un croméforo en las sinapsis colinérgicas, puesto
gue es féacilmente hidrolizada por la AChE, esta también considerado un croméforo (Kujawa
y cols., 2003), generando asi cambios en la concentracion de colinay acetato en la hendidura
sinaptica. Probablemente este efecto estaria relacionado con la interaccion del Iéser rojo con
las uniones energéticas de la molécula de ACh, como apunta Amat y colaboradores (2002) en
relacion ala afinidad del l1aser rojo sobre las moléculas de ATP.

En todos los casos citados la accién del laser podria ser estudiada mediante técnicas
electrofisiologicas, tanto e registro de potenciales espontaneos como los evocados. En este
sentido, Re y colaboradores (1992) demostraron un aumento en la frecuencia de potenciaes
en miniatura post-irradiacion con laser rojo, pero sin efecto sobre € contenido cuantico. Sin
embargo, estos autores no esclarecieron a que nivel se producia la interaccién, pero sugirieron
la posibilidad de una interaccion energética con € complejo molecular responsable de la
secrecion o alahidrdlisis de la ACh.

En el presente trabgjo € laser rojo (655 nm) utilizado a densidades de energiade 4 y
12 Jem? no afectd a ninguno de los pardmetros estudiados de |a neurotransmision muscular
evocada o espontanea. Los resultados obtenidos en este estudio corroboran los obtenidos por
Rey colaboradores (1992) en cuanto ala ausencia de cambios en el contenido cuantico. Estos
autores usaron un disefio experimental smilar al empleado en el presente estudio, sin
embargo la metodologia de |os autores podria haber provocado € aumento de la frecuencia de
potenciales espontéaneos (MEPPs) ya que utilizaron KCl tanto en muestras controles cuanto
irradiadas. Después de la obtencion del aumento en la frecuencia de los MEPPs con KCl,
observaron gue en presencia del laser hubo un aumento en e tiempo de decaimiento de los

MEPPs. En e actual estudio, los MEPPs se registraron siempre en condiciones que se
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consideran més fisioldgicas (sin evocarlos con KCI) y los resultados obtenidos no refieren
cambios en la frecuencia. Este hecho confirmaria la hip6tesis de que € sistema neuromuscular
de mamiferos, en normalidad, no responde a la irradiacion con laser rojo (bgo estos
determinados parametros). Respuesta que si observamos en condiciones patoldgicas o de
estrés elevado (Nara y cols., 1991; Steinlechner y Dyson, 1993). De hecho, en € actua
estudio, no se observé ninguna variacion en la amplitud o frecuencia de los MEPPs, 1o que
descarta un efecto del 1aser en la neurotransmision, tanto a nivel pre como postsinaptico.

Se considera que la sinapsis neuromuscular de mamiferos, tanto los potenciaes
espontaneos 0 MEPPs (Losavio y Muchnik, 1997) como los evocados o EPPs (Naritay cols.,
2000) son atamente dependientes de la [C&']i y de la [ATP] del termina nervioso. Los
resultados aportados en el presente estudio, indican la ausencia de la influencia del léser rojo,
en estas condiciones de estudio, tanto sobre e [Ca?*]i como del [ATP] perceptibles en la

sinapsis post-irradiacion.
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5.2. Efecto del laser infrarrojo sobrela neurotransmision (in toto)

El principa resultado obtenido en e estudio electrofisioldgico de lainteraccion del 1aser
IR-cercano con e sistema neuromuscular, es que la irradiaciéon a una densidad de energia de 12
Jem?, reduce la liberacién evocada de ACh en determinadas circunstancias. Es decir, hay una
disminucion en € contenido cuantico de ACh. Este cambio sblo se ha observado para esta
longitud de onda ya que, como se ha indicado previamente, cuando se irradia con léser rojo en
655 nm a las dosis de 4 y 12 Jem?, no hay cambios fisioldgicos perceptibles en
neurotransmisor en la placatermina motora de |os ratones.

No se encontré ningin cambio en los MEPPs, ni en la amplitud ni en relacion a
tiempo. Porque, cambios en el tamafio de los potenciales espontaneos pueden atribuirse a la
densidad funcional de los receptores colinérgicos presentes en la membrana postsinaptica del
muUsculo o sea, puede descartarse un efecto postsindptico del laser de IR en las condiciones
estudiadas. Asi mismo, no se encontrd ningin cambio funciona en el elemento postsindptico.
El potencial de la membrana celular del musculo no se modificd con lairradiacion.

Otro punto a destacar, es que no se observo diferencia significativa en los resultados
experimentales de la latencia de los EPPs. La latencia de la respuesta evocada se analiz6 con
el lapso del tiempo desde € artefacto de estimulo a la base del EPP. El tracto corto del nervio
entre e electrodo de estimulo y la unién neuromuscular (aproximadamente 4-5 mm) podria
detectar cambios en la latencia de EPP irradiacion-inducido. Por consiguiente, como no hubo
ningun cambio en la latencia de EPP, es de suponerse que la irradiacion con laser IR en €
nervio frenico del musculo diafragma de ratén no altera la cascada molecular de propagacion
eléctrica ni la velocidad de conduccién de estos axones motores. Confirmado por la

estabilidad, previamente mencionada, del potencia de membrana de la célula muscular.
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La frecuencia de MEPPs tampoco se atera con la irradiacién, indicando claramente
gue no hubo ningun cambio, inducido por 